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Procede d'obtention de lignees de mastocvtes a partir de tissus de pores et 
precede de production de molecules de type heparine 

La presente demande a pour objet un procede d'obtention de cultures ou de 
lignees de mastocytes. Elle est en outre relative a un procede de production de 
molecules de type heparine comprenant la mise en culture de cultures ou lignees 
de mastocytes. 

Les mastocytes sont des cellules du systeme immunitaire, derives de precurseurs 
hematopoi'etiques, qui interviennent dans la reponse inflammatoire, notamment 
dans les phenomenes d'allergie et d'hypersensibilite. lis sont localises dans le 
tissu conjonctif, notamment au niveau de la peau, des muqueuses intestinales et 
respiratoires. 

15 Les mastocytes se presentent sous la forme de cellules arrondies d'un diametre 
compris entre environ 5 a 25pm et possedent un noyau arrondi, unique, central ou 
excentre. lis sont aussi caracterises par la presence de nombreuses granulations 
cytoplasmiques meta-chromatiques. 

20 Ces granules renferment diverses especes moleculaires ayant une activite pro- 
inflammatoire telles que I'histamine, la serotonine, des proteoglycanes tels que 
I'heparine ou le chondro'ftine sulfate, des enzymes, des cytokines et des facteurs 
chimioattractants des eosinophils et des neutrophiles. Ces especes sont liberees 
lors de I'activation mastocytaire. 

Apres activation, une reponse secondaire se met en place durant laquelle a lieu la 
synthese des mediateurs tels que les leucotrienes, les prostaglandines, le PAF 
(platelet activating factor), des interleukines (IL4, IL5, IL6, IL10, IL12 et IL 13), des 
cytokines (TGF beta, IFN gamma, GM-CSF) et des chimiokines (MCP-i ,IL8, 
RANTES). L'ensemble de ces especes participe au declenchement - d'un 
processus inflammatoire et a la mise en place d'une reponse immunitaire 
specifique dependante des lymphocytes T. 

Des cultures de mastocytes ont ete deja obtenues chez I'homme et la souris, mais 
35 I'etat de la technique ne fournit pas de description de telles cultures etablies ou de 
lignees chez le pore. 

Razin et al (J. Biol. Chem., 257, 7229-7236, 1982) decrivent I'obtention de 
mastocytes de souris en utilisant des milieux de culture contenant de l'IL3. 
Wang et al (Circ. Res., 84, 74-83, 1999) decrivent I'isolement de mastocytes 
40 sereux obtenus a partir de cavites pleurales et peritoneales de rat. Diverses 
especes moleculaires sont produites mais uniquement quand les mastocytes sont 
co-cultives avec des cellules de muscle lisse aortique de rat. La demande 
W099/26983 decrit des travaux proches, et est tres peu precise quant a 
I'application a d'autres especes. 

Des lignees cellulaires ont ete etablies chez la souris (Montgomery et al, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 89, 11327-11331, 1992 et demande WO90/14418) mais a 
partir de mastocytomes. Ces tumeurs sont extremement rares chez le pore. 
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Chez I'homme I'obtention de cultures de mastocytes s'est revelee difficile. Elle a 
tout d'abord ete permise par I'utilisation de systeme de co-culture avec des 
fibroblastes (Ishizaka et al, Current Opinion in Immunology, 5, 937-943, 1993). 
D'autres auteurs sont ensuite parvenus a obtenir des mastocytes a partir de 
5 cellules intestinales et a maintenir ces cellules en culture pendant environ 6 mois 
en presence de SCF (Bischoff et al, J. Immunol., 159, 5560-5567, 1997). 
Quant elle a ete mesuree, les auteurs de ces differents articles n'ont reporte 
qu'une faible production de composes de type heparine. 

10 Chez le pore Emery et al (Experimental Hematology, 24, 927-935, 1996) ont 
maintenu, durant 7 semaines, des cultures de cellules obtenues a partir de moelle 
osseuse. Neanmoins il apparaTt que les cultures obtenues sont des melanges de 
divers types cellulaires et non des cultures homogenes ou des lignees de 
mastocytes. De plus ces cultures contiennent des cellules non-differenciees en 

15 cultures homogenes de mastocytes. 

Ashraf et al (Veterinary Parasitology; 29, 134-158, 1988) ont isole des mastocytes 
de pores a partir de la muqueuse intestinale sans maintenir de cultures 
amplifiables. En outre la caracterisation des mastocytes isoles revele I'absence 
d'heparine. 

20 

L'heparine appartient a la famille des glycosaminoglycanes (GAG), qui regroupe 
les polysaccharides lineaires contenant une repetition d'une sequence 
disaccharidique se composant d'un sucre amine (D-glucosamine ou 
galactosamine) et d'un acide uronique (D-glucuronique ou L-iduronique). 
25 Dans le cas de l'heparine, qui appartient, avec I'heparane sulfate, a la sous-famille 
des glucosaminoglycanes le sucre amine est la D-glucosamine. L'acide uronique 
est soit l'acide glucuronique (Glc), soit l'acide iduronique (Ido). La glucosamine 
peut etre N-acetylee, N-sulfatee et O-sulfatee. 

30 Conventionnellement, on designe sous le terme "heparine" des polysaccharides 
hautement sulfates dans lesquels plus de 80% des residus glucosamine sont N- 
sulfates et le nombre de O-sulfate est plus important que celui des N-sulfates. Le 
rapport sulfate/carboxylate est generalement superieur a 2 pour l'heparine. 
Cependant, la structure de l'heparine est en fait tres heterogene, et il existe des 

35 chames pouvant contenir des rapports tres differents. 

Comme tous les GAGs, l'heparine est synthetisee sous forme d'un proteoglycane 
essentiellement par les mastocytes. 

La premiere etape de la synthese de l'heparine est la formation du noyau 
proteique serglycine, constitue d'une repetition de residus serine et glycine. 
40 L'elongation de la chame d'heparine se fait par ajout d'un tetrasaccharide, puis par 
ajouts successifs de glucosamines et d'acides uroniques, regulierement alternes. 

Le proteoglycane ainsi forme subit de nombreuses transformations sequentielles: 
N-deacetylation, N-sulfatation, epimerisation de l'acide D-g!ucuronique, et 
45 O-sulfatation. 

Toutefois, cette maturation complete n'a lieu que sur une partie du proteoglycane, 
ce qui genere une grande variabilite structural de l'heparine, responsable de son 
heterogeneite. 

Les chames de polysaccharides sont ensuite clivees de la serglycine par une 
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endoglucuronidase. Ces chaTnes ont alors un poids moleculaire entre 5000 et 
30.000 Da. Elles forment des complexes avec les proteases basiques et sont ainsi 
stockees dans les granules des mastocytes. L'heparine est excretee uniquement 
lors de la degranulation des mastocytes. 
5 L'heparine joue un role biologique important, notamment dans I'hemostase, et est 
tres largement utilisee en therapeutique, en particulier en tant qu'agent 
anticoagulant et antithrombotique. 

La majeure partie de l'heparine utilisee est isolee a partir de la muqueuse 
10 intestinale du pore, d'ou elle est extraite par proteolyse, suivie de purification sur 
resine echangeuse d'anions (pour revue sur les differents procedes de preparation 
de l'heparine, cf. DUCLOS, « L'Heparine : fabrication, structure, proprietes, 
analyse »; Ed. Masson, Paris, 1984). 

15 L'analyse de la composition en disaccharides de l'heparine de pore apres 
depolymerisation et chromatographie permet de differencier l'heparine des autres 
glycosaminoglycanes. On distingue notamment huit principaux disaccharides 
(figure 6). Les disaccharides sulfates, Is, lis, Ms, IVs, sont proportionnellement les 
plus abondants avec majoritairement le Is dont la quantite est superieure a 40%, 

20 et preferablement superieure a 50%. Par ordre d'abondance viennent ensuite les 
disaccharides lis, Ills et IVs. Le ratio entre les disaccharides Is et lis est compris 
entre 3 et 8. 

On peut observer une heterogeneite dans la composition de l'heparine entre les 
25 lots issus de lots d'animaux d'origines differentes. Cette heterogeneite est 
susceptible d'engendrer des variabiles dans I'activite biologique. 
De plus I'utilisation d'animaux comme source d'heparine constitue un risque du fait 
de la presence eventuelle de virus susceptibles d'etre transmis a I'homme. 
En outre, I'approvisionnement en matiere premiere peut se reveler irregulier. 

30 

La presente invention propose de pallier ces inconvenients et de s'affranchir des 
problemes d'approvisionnement en termes de quantite et de qualite, en utilisant 
une source de matiere premiere plus facilement controlable. 

La demanderesse a montre qu'il etait possible de produire en quantite importante 
35 a partir de cultures de mastocytes, de l'heparine possedant des proprietes 
comparables a eelles de l'heparine extraite du mucus intestinal porcin et 
reproductibles. 

La demanderesse a en outre mis en evidence que les genes codant trois 
proteines d'importance pour la production de molecules de type heparine ou 
40 I'independance des mastocytes vis a vis de facteurs de croissance, presentaient 
chez le pore des sequences differentes de celles d'autres especes. 

La presente invention a pour objet un procede d'obtention de cultures ou de 
lignees de mastocytes comprenant la mise en culture d'une population de cellules 
45 souches de moelle osseuse de jeunes pores ou de foetus, dans un milieu 
comprenant au moins environ 0,2 ng/ml d'interleukine- 3 (IL-3) preferentiellement 
porcine (preferentiellement au moins 0,5 ng/ml, encore plus preferentiellement au 
moins 2 ng/ml), au moins environ 8 ng/ml de Stem Cell Factor (SCF) 
preferentiellement porcin (preferentiellement au moins 20 ng/ml, encore plus 
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preferentiellement au moins 80 ng/ml) et au moins environ 0,1 ng/ml 
d'interIeukine-4 ( IL-4) preferentiellement porcine (preferentiellement au moins 0,5 
ng/ml, encore plus preferentiellement au moins 1 ng/ml), 10 ng/ml d'interleukine-6 
(IL-6) preferentiellement porcine (preferentiellement au moins 50 ng/ml, encore 
5 plus preferentiellement au moins 100 ng/ml) et/ou 1 ng/ml de G-CSF 
preferentiellement porcin (preferentiellement au moins 5 ng/ml, encore plus 
preferentiellement au moins 10 ng/ml). 

Ainsi le milieu d'obtention contient une combinaison d'IL4, d'IL6 et de G-CSF 
10* separement, deux a deux ou tous les trois ensemble dans un milieu contenant de 
riL3etduSCF. 

Bien que ces differents facteurs soient preferentiellement d'origine porcine, c'est a 
dire que leur sequence est deduite de celle du facteur correspondant chez le pore, 
il est possible de remplacer au moins Tun d'entre eux par un facteur d'une autre 
15 origine. 

Ainsi I'interleukine 4 (IL-4) bien que preferentiellement d'origine porcine, peut 
aussi etre d'origine murine ou humaine. 

Selon un mode de mise en oeuvre de ce procede les pores dont sont issues les 
20 cellules souches ont entre environ 2 jours et environ 6 semaines. Neanmoins le 
procede peut etre applique a des cellules issues d'embryons ou de pores plus 
ages. 

De maniere avantageuse les cellules sont maintenues dans le milieu pendant au 
moins environ 30 jours. 

25 

La presente invention a en outre pour objet des cultures et des lignees de 
mastocytes porcins susceptibles d'etre obtenues par ledit procede. 
On entend par mastocytes des cellules qui, entre autres caracteristiques, 
presentent des granules cytoplasmiques metachromatiques contenant des 
30 molecules de type heparine et des proteases telles que de la tryptase, et 
expriment a leurs surfaces des recepteurs tels que le recepteur au SCF nomme c- 
kit ou encore le recepteur des IgE. 

Le terme « culture » designe ici, de maniere generale, une cellule ou un ensemble 
de cellules cultivees in vitro. Une culture developpee directement a partir d'un 
35 prelevement celluiaire ou tissulaire effectue sur un animal est denommee « culture 
primaire ». 

Le terme « lignee » est employe a partir du moment ou au moins un passage, et 
generalement plusieurs passages consecutifs en sous-culture ont ete effectues 
avec succes, et designe toute culture qui en est issue (SCHAEFFER, In Vitro 
40 Cellular and Developmental Biology, 26, 91-101, 1990). 



La presente invention a en outre pour objet des cultures ou lignees de mastocytes 
porcins caracterisees en ce qu'eiies produisent des molecules de type heparine 
45 presentant un rapport entre les disaccharides lis et Ills proche de celui de 
I'heparine porcine. 

On entend par molecules de type heparine des polysaccharides hautement 
sulfates dans lesquels plus de 80% des residus glucosamine sont N-sulfates et le 
nombre de O-sulfate est plus important que celui des N-sulfates. 
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De maniere avantageuse de telles cultures ou lignees produisent des molecules 
de type heparine presentant un rapport entre les disaccharides lis et Ills compris 
entre 0,5 et 5 (preferentiellement entrel et 2,5, encore plus preferentiellement 
entre 1,3 et 1,9) et/ou des molecules de type heparine presentant un rapport entre 
5 les disaccharides Is et lis compris entre environ 3 et 8 (preferentiellement entre 4 
et 7 encore plus preferentiellement entre 5 et 7 ). 

Des cultures etablies ou lignees de mastocytes porcins selon la presente invention 
peuvent aussi etre caracterisees en ce qu'elles produisent, au moins 0,1 ug de 
10 molecules de type heparine/10 6 cellules (preferentiellement au moins 1 ug, encore 
plus preferentiellement au moins 10 ug). 

De maniere avantageuse de telles cultures ou lignees produisent des molecules 
de type heparine dans lesquelles les quantites en disaccharides Is sont 
15 superieures aux quantites en disaccharides lis, les quantites en disaccharides Us 
sont superieures aux quantites en disaccharides Ills, et les quantites en 
disaccharides Ills sont superieures aux quantites en disaccharides IVs, 

Selon un autre mode de mise en ceuvre avantageux de telles cultures ou lignees 
20 produisent des molecules de type heparine presentant des rapports entre les 
disaccharides Is, lis, Ills et IVs proches de ceux de I'heparine. . 

De maniere avantageuse de telles cultures ou lignees produisent des molecules 
de type heparine comprenant au moins 30% de disaccharides Is 
25 (preferentiellement au moins 40%, encore plus preferentiellement au moins 50%). 
De maniere avantageuse de telles cultures ou lignees produisent, des molecules 
de type heparine presentant une activite anti-Xa superieure a au moins 10 Ul/mg 
(preferentiellement au moins 20 Ul/mg) et/ou presentant une activite anti-lla 
superieure a au moins 10 Ul/mg (preferentiellement au moins 20 Ul/mg). 

30 * 

Selon un mode de mise en ceuvre preferentiel de I'invention de telles lignees sont 
les lignees de mastocytes porcins deposees aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'lnstitut Pasteur (CNCM) 28 rue du Docteur Roux, 75724 
Paris cedex 15, France, le 09 Avril 2003 respectivement sous les n° 1-3010, I- 

35 3011,1-3012,1-3013,1-3014. 

Ces lignees, deposees aupres de la CNCM, presentent I'avantage d'avoir ete 
obtenues a partir de pores repondant a des exigences sanitaires en adequation 
avec un usage des produits derives de leurs cellules en therapeutique humaine. 
40 Ces pores sont issus d'elevages proteges, indemnes d'organismes pathogenes 
specifiques (IOPS) du pore. 

Des acides nucleiques, comprenant des genes codant pour des facteurs 
susceptibles d'ameliorer les caracteristiques des cultures et lignees selon la 
45 presente invention peuvent etre introduits dans ces cellules. Le terme acide 
nucleique est employe pour designer un ADN ou un ARN. Avantageusement il est 
un ADN complementaire ou genomique. 



1 er depot 

6 



De tels facteurs peuvent permettre soit de favoriser la croissance des cellules soit 
de moduler la composition des molecules biologiques qu'elles produisent, et en 
particulier la composition des molecules de type heparine. 

5 Ms peuvent etre des genes codants pour des proteines immortalisantes telles que 
I'antigene T du virus simien 40 (SV40), les proteine E6 et E7 du virus humain 
papilloma HPV, les proteines E1A de I'adenovirus, les proteines EBNA2 du virus 
d'Epstein-Barr ou encore les proteines Tax du virus HTLV-1. L'acide nucleique 
codant pour la sous-unite catalytique de la telomerase, TERT, peut aussi etre 

10 utilise comme gene immortalisant. 

On utilisera preferentiellement I'AgT du virus SV-40, la sequence de I'ADN 
complementaire de cet antigene est disponible dans GenBank sous la reference 
NC_001669.. 

15 lis peuvent encore etre des genes codant pour des proteines permettant aux 
cellules de proliferer comme par exemple le G-CSF, le SCF et les interleukines 
(IL-3, IL-4 et IL-6). 

Recemment, I'etude de mastocytomes murin et humain a permis d'identifier des 
20 mutations ou deletions du gene c-kit responsables de I'activation constitutive du 
recepteur c-kit. L'expression du gene c-kit mute au niveau du V814 dans des 
mastocytes immatures IC2 induit la transformation de ces cellules a savoir 
I'acquisition d'une croissance independante du SCF et d'un potentiel tumorigene 
(Pia et al, Blood, 87(8), 3117-3123, 1996). Un acide nucleique comprenant un tel 
25 gene mute peut etre introduit dans ces cellules. 

Ms peuvent etre des genes codant pour des proteines comme la ser/gly ou des 
enzymes agissant sur la sulfatation des molecules de type heparine. Une telle 
enzyme peut etre une O-sulfatase, telle qu'une 3-O-sulfatase. ou encore une 6-0 
30 sulfatase. 

Avantageusement une telle enzyme est la 3 O-sulfatase-1 (3-OST-1), 
preferentiellement la 3 O-sulfatase-1 porcine. 

Les acides nucteiques comprenant ces genes peuvent etre introduits dans ces 
35 cellules par toute methode connue de I'homme du metier et en particulier par 
transfection, par nucleoporation ou par electroporation. Des vecteurs retroviraux 
portant ces genes peuvent aussi etre utilises pour transfecter ces cellules. 

Dans le cadre de la presente invention la demanderesse a mis en evidence que 
40 I'introduction d'un acide nucleique codant une 3-OST, et en particulier la 3-OST-1, 
permet de moduler la composition des molecules de type heparine des 
mastocytes, quel que soit le type de mastocyte d'origine porcine. 
La demanderesse n'entend done pas limiter cet objet de son invention aux 
mastocytes obtenus par le precede decrit ci dessus. Aussi la presente demande a 
45 pour objet tout mastocyte d'origine porcine dans lequel un acide nucleique codant 
une 3-OSTa ete introduit. 
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La demanderesse a en outre determine les sequences de trois proteines d'origine 
porcine pouvant etre utilisees pour la mise en ceuvre de la presente invention et 
des sequences nucleotidiques codant ces proteines. 

5 Ainsi la presente demande a pour objet une proteine d'origine porcine de type c-kit 
caracterisee en ce qu'elle presente une extremite C-terminale ayant la sequence 
SEQ ID N°3. Une telle proteine peut comprendre une sequence presentant une 
identite d'au moins 99% avec la sequence SEQ ID N°2. De maniere preferentielle 
une telle proteine presente une glutamine (Q) en position 40 et/ou une lysine (K) 

10 en position 173. La presente invention a en outre pour objet un polynucleotide ou 
un acide nucleique, comprenant une sequence codant une proteine d'origine 
porcine de type c-kit. Un tel acide nucleique peut comprendre une sequence 
presentant une identite d'au moins 99% avec la sequence SEQ ID N°1 . 
L'obtention de la sequence complete du c-kit porcin n'etait pas evidente au vu de 

15 I'etat de la technique. 

La presente demande a de plus pour objet une proteine d'origine porcine 
presentant une activite 3 -O-sulfatase. Une telle proteine peut comprendre une 
sequence presentant une identite d'au moins 95%, preferentiellement d'au moins 
20 97%, et encore plus preferentiellement d'au moins 99%, d'identite en acides 
amines avec une proteine de sequence SEQ ID N°5. 

La presente invention a en outre pour objet un polynucleotide ou un acide 
nucleique, comprenant une sequence codant une proteine d'origine porcine 
25 presentant une activite 3-OST. Un tel acide nucleique peut comprendre une 
sequence presentant une identite d'au moins 95%, preferentiellement d'au moins 
97%, et encore plus preferentiellement d'au moins 99%, d'identite en nucleotides 
avec un acide nucleique de sequence SEQ ID N°4. 

L'obtention de la sequence de la 3-OST porcine n'etait pas evidente au vu de I'etat 
30 de la technique. La 3-OST porcine isolee est susceptible de presenter des 
proprietes inattendues, et en particulier de presenter une meilleure activite dans 
les mastocytes porcins par rapport aux 3-OSTd'autres especes connues de 
I'homme du metier 

35 La presente demande a encore pour objet une proteine d'origine porcine 
presentant une activite 6-O-sulfatase, Une telle proteine peut comprendre une 
sequence presentant une identite d'au moins 90%, preferentiellement d'au moins 
95% et encore plus preferentiellement d'au moins 99%, d'identite en acides 
amines avec une proteine de sequence SEQ ID N°7. La presente invention a en 

40 outre pour objet un polynucleotide ou un acide nucleique, comprenant une 
sequence codant une proteine d'origine porcine presentant une activite 6-OST. Un 
tel acide nucleique peut comprendre une sequence presentant une identite d'au 
moins 95% preferentiellement d'au moins 97%, et encore plus preferentiellement 
d'au moins 99%, d'identite en nucleotides avec un acide nucleique de sequence 

45 SEQIDN°6. . 

L'obtention de la sequence de la 6-OST porcine n'etait pas evidente au vu de I etat 
de la technique. La 6-OST porcine isolee est susceptible de presenter des 
proprietes inattendues, et en particulier de presenter une meilleure activite dans 
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les mastocytes porcins par rapport aux 3-OSTd'autres especes connues de 
rhomme du metier 

En outre la presente demande a pour objet des acides nucleiques s'hybridant en 
5 conditions de forte stringence avec un acide nucleique de sequence SEQ ID N°1, 
SEQ ID N°4 ou de sequence SEQ ID N°6. 

Le « pourcentage d'identite » entre deux sequences de nucleotides ou d'acides 
amines, au sens de la presente invention, peut etre determine en comparant deux 

10 sequences alignees de maniere optimale, a travers une fenetre de comparaison. 
La partie de la sequence nucleotidique ou polypeptide dans la fenetre de 
comparaison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par exemple 
des « gaps ») par rapport a la sequence de reference (qui ne comprend pas ces 
additions ou ces deletions) de maniere a obtenir un alignement optimal des deux 

15 sequences. 

Le pourcentage est calcule en determinant le nombre de positions auxquelles une 
base nucleique ou un residu d'aminoacide identique est observe pour les deux 
sequences (nucleique ou peptidique) comparees, puis en divisant le nombre de 
20 positions auquel il y a identite entre les deux bases ou residus d'aminoacides par 
le nombre total de positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le 
resultat par 100 afin d'obtenir le pourcentage d'identite de sequence, 

L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise de 
25 maniere informatique a I'aide d'algorithmes connus contenus dans le package de 
la Societe WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, GENETICS 
COMPUTER GROUP (GCG), 575 Science Doctor , Madison, WISCONSIN. 
A titre d'illustration, le pourcentage d'identite de sequence pourra etre effectue a 
I'aide du logiciel BLAST (versions BLAST 1.4.9 de mars 1996, BLAST 2.0.4 de 
30 fevrier 1998 et BLAST 2.0.6 de septembre 1998), en utilisant exclusivement les 
parametres par defaut (S. F Altschul et ai, J. Mol. Biol. 1990 215 : 403-410, S. F 
Altschul et al, Nucleic Acids Res. 1997 25: 3389-3402). Blast recherche des 
sequences similaires/homologues a une sequence « requete » de reference, a 
I'aide de I'algorithme d'Altschul et al. La sequence requete et les bases de 
35 donnees utilisees peuvent etre peptidiques ou nucleiques, toute combinaison etant 
possible. 

Par « conditions d'hybridation de forte stringence » au sens de ia presente 
invention, on entendra les conditions suivantes : 
40 1 - Pre-hybridation des membranes et : 

-Melanger : 40jjI ADN sperme de saumon (10mg/ml)+ 40 \j\ ADN placentaire 
humain (10mg/ml) 

- Denaturer 5 mn a 96°C, puis plonger dans la glace le melange. 

- Oter le SSC 2X et verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
45 contenant les membranes. 

- Ajouter le melange des deux ADNs denatures. 

- Incubation a 42°C pendant 5 a 6 heures, avec rotation. 
2- Competition de la sonde marquee : 
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- Ajouter a la sonde marquee et purifiee 10 a 50 pi ADN Cot I, selon la quantite de 
repetitions. 

- Denaturer 7 a 10 mn a 95°C. 

- Incuber a 65°C pendant 2 a 5 heures. 
5 3- Hybridation : 

- Oter le mix de pre hybridation. 

- Melanger 40 pi ADN sperme de saumon + 40 pi ADN placentaire humain ; 
denaturer 5 mn a 96°C, puis plonger dans la glace. 

- Ajouter dans le tube d'hybridation 4 ml de mix formamide, le melange des deux 
10 ADN et la sonde marquee/ADN Cot I denaturee. 

- Incuber 15 a 20 heures a 42°C, avec rotation. 
4- Lavages : 

- Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X, pour rincer. 

- 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X et SDS 0,1% a 65°C. 
15 - 2 fois 15 minutes a 65°C SSC 1X et SDS 0,1% a 65°C. 

Envelopper les membranes dans du Saran et exposer. 

Les conditions d'hybridation decrites plus haut sont adaptees a I'hybridation dans 
des conditions de forte stringence, d'une molecule d'acide nucleique d'une 
20 longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaines de nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridation ci-dessus decrites peuvent etre 
adaptees en fonction de la longueur de I'acide nucleique dont ('hybridation est 
recherchee ou du type de marquage choisi, selon des techniques connues de 

25 Thomme du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre adaptees 
selon I'enseignement contenu dans I'ouvrage de HAMES et HIGGINS 
(1985, "Nucleic acid hybridization : a practical approach", Hames and Higgins Ed., 
IRL Press, Oxford) ou encore dans I'ouvrage de F.AUSUBEL et al (1989, Current 

30 Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley 
Interscience, N.Y). 

Les proteines objets de la presente invention peuvent etre obtenues par tous 
moyens connus de Thomme du metier. Elles sont neanmoins avantageusement 
35 obtenues par expression des acides nucleiques tels que decrits ci-dessus, codant 
pour ces proteines^ eventuellement inseres dans des vecteurs d'expression, dans 
des cellules avantageusement choisies, suivie eventuellement par une extraction 
et une purification qui peut etre totale ou partielle. 

40 L'invention est egaiement relative a un vecteur recombinant comprenant un acide 
nucleique selon l'invention. 

Avantageusement, un tel vecteur recombinant comprendra un acide nucleique 
choisi parmi les acides nucleiques suivants : 

45 

a) un acide nucleique codant pour une proteine ayant au moins 60% 
d'identite en acides amines avec une sequence SEQ ID N°5 ou SEQ ID N°7 ou un 
fragment peptidique ou un variant de cette derniere ; 
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b) un acide nucleique comprenant un acide nucleique ayant une sequence 
SEQ ID N°1, SEQ ID N°4 ou SEQ ID N°6, oil un fragment ou un variant de ce 
dernier ; 

c) un acide nucleique ayant au moins 60% d'identite en nucleotides avec un 
5 acide nucleique ayant une sequence SEQ ID N°4 ou SEQ ID N°6 ou un fragment 

ou un variant de ce dernier ; 

d) un acide nucleique hybridant, dans des conditions d'hybndation de forte 
stringence, avec un acide nucleique de sequences SEQ ID N°1, SEQ ID N°4 ou 
SEQ ID N°6, ou un fragment ou un variant de ce dernier. 

10 Par « vecteur » au sens de la presente invention on entendra une molecule d'ADN 
ou d'ARN circulaire ou lineaire qui est indifferemment sous forme de simple brin 
ou double brin. 

Selon un mode de realisation, le vecteur d'expression comprend, outre un acide 
15 nucleique conforme a I'invention, des sequences regulatrices permettant d'en 
diriger la transcription et/ou la traduction. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon 

I'invention comprendra notamment les elements suivants : 
20 (1) des elements de regulation de I'expression de I'acide nucleique a 

inserer, tels que des promoteurs et des enhanceurs ; 

(2) la sequence codante comprise dans I'acide nucleique conforme a 

I'invention a inserer dans un tel vecteur, ladite sequence codante etant placee en 

phase avec les signaux de regulation decrits aux (1) ; et 
25 (3) des sequences d'initiation et d'arret de la transcription appropnees. 

En outre, les vecteurs recombinants selon I'invention pourront inclure une ou 
plusieurs origines de replication chez les hotes cellulaires dans lesquels leur 
amplification ou leur expression est recherchee, des marqueurs ou des marqueurs 
30 de selection. 

Des cellules comprenant de tels acide nucleiques et/ou exprimant de telles 
proteines constituent d'autres objets de la presente invention. La presente 
demande est de plus relative a un procede de production de molecules de type 
35 heparine comprenant la mise en culture de cultures ou lignees de mastocytes 
porcins tels que decrits ci-dessuS: 

Les mastocytes, obtenus selon I'invention dans un milieu contenant de l'IL-3, du 
SCF et de l'IL-4, presentent une structure disaccharidique meilleure que ceux 

40 obtenus dans un milieu ne contenant que de l'IL-3 et du SCF. 

La demanderesse a aussi montre que I'ajout d'IL-4 au milieu de culture permet 
d'obtenir a partir des mastocytes des molecules de type heparine presentant des 
caracteristiques plus proches de I'heparine porcine par rapport a celles obtenues 
en utilisant des celluies obtenues dans un milieu ne contenant que de l'IL-3 et du 

45 SCF ou contenant de l'IL-3 du SCF et de l'IL-6 ou de l'IL-3 du SCF et du G-CSF. 



Aussi, la presente demande est de plus relative a un procede de production de 
molecules de type heparine comprenant la mise en culture, dans un milieu adapte, 
de cultures ou lignees de mastocytes porcins dans un milieu de culture 
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comprenant au moins environ 0,1 ng/ml de IL-4 (preferentiellement au moins 
environ 0,5 ng/ml, encore plus preferentiellement au moins environ 1 ng/ml). 

Des mastocytes peuvent aussi etre modifies afin de surexprimer de l'IL4. Ainsi un 
5 autre objet de la presente demande est un procede de production de molecules de 
type heparine comprenant I'obtention de cultures ou lignees de mastocytes 
porcins transferees par un acide nucleique codant pour PIL4, et la mise en culture 
des ces cellules dans un milieu de culture adapte. De tels mastocytes constituent 
en eux-meme un objet de la presente demande. 

10 

lis peuvent etre obtenus par toute methode connue de I'homme du metier et en 
particulier par transfection, par nucleoporation ou par electroporation d'un acide. 
nucleique comprenant un gene codant pour l'IL-4. Des vecteurs retroviraux portant 
ces genes peuvent aussi etre utilises pour transfecter ces cellules. La sequence 
15 de I'ADN complementaire de l'IL-4 a ete decrite par Bailey et al 
(Biochim.Biophys.Acta. 1171(3), 328-330, 1993). 

Les cellules, lignees et cultures selon la presente invention peuvent . etre 
maintenues en culture dans les conditions dans lesquelles elles ont ete obtenues. 
20 Elles peuvent aussi etre maintenues en culture dans des milieux comprenant des 
quantites reduites de SCF, de GM-CSF, d'IL-3, d'IL-4 et/ou d'IL-6. Elles seront 
neanmoins preferentiellement maintenues dans un milieu contenant de l'IL-4. - 

Ces mastocytes seront de preference cultives dans un milieu de culture defini 
25 (MEMct/DMEM, RPMI, IMDM, ...) supplements en facteurs de croissance, utilises 
en combinaison ou de facon individuelle. 

Les milieux peuvent egalement etre supplement.es avec du serum bovin, a une 
concentration comprise entre 0,5% et 20% (v/v). 

30 L'addition de serum bovin dans les milieux de culture peut etre remplacee par 
['utilisation d'un milieu de culture sans serum tel que AIMV (INVITROGEN) de 
facon a reduire la concentration proteique du milieu et les risques associes a 
I'utilisation de composes d'origine animate (KAMBE et al:, J. Immunol. Methods, 
240, 101-10, 2000). 

35 L'independance des cellules vis-a-vis de I'ajout de serum et/ou de I'utilisation de 
facteurs de croissance, peut etre obtenue par mutation du phenotype oellulaire par 
Taction d'agents transformants et/ou immortalisants (TSUJIMURA, Pathology 
International, 46, 933-8, 1996 ; PIAO et BERNSTEIN, Blood, 87(8), 3117-23, 
1996). 

40 

Les mastocytes peuvent etre cultives en utilisant les techniques developpees pour 
la culture en masse de cellules eucaryotes, comme decrit par exemple par 
GRIFFITHS et al. (Animal Cell Biology, Eds. Spier et Griffiths, Academic Press, 
Londres, vol.3, 179-220, 1986). On peut utiliser des bioreacteurs de capacite 
45 superieure a plusieurs m 3 comme decrit par PHILIPS et al. (Large Scale 
Mammalian Cell Culture, Eds. Feder et Tolbert, Academic Press, Orlando, U.S.A., 
1985), ou par MIZRAHI (Process Biochem, Aout, 9-12, 1983). 
La culture peut egalement etre realisee en suspension ou sur micro-support selon 
la technique decrite par VAN WEZEL (Nature, 216, 64-65, 1967). 
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On peut egalement utiliser des systemes de culture en lots (batch), qui sont 
frequemment utilises pour les cultures de cellules eucaryotes, du fait de feur plus 
grande simplicity de mise en oeuvre a I'echelle industrielle (VOGEL et TODARO, 
Fermentation and Biochemical Engineering Handbook, 2 nd edition, Noyes 
5 Publication, Westwood, New Jersey, U.S.A., 1997). Les densites ceilulaires 
obtenues avec ces systemes sont generalement comprises entre 10 6 et 5 x 10 6 
cellules/ml. 

La productivity des cultures en batch peut etre avantageusement augmentee en 
10 prelevant une partie des cellules du bioreacteur (70% a 90%) pour les operations 
d'extraction des GAGs et d'isolement de I'heparine et en conservant les cellules 
restantes au sein du meme bioreacteur pour initier une nouvelle culture. Dans ce 
mode de culture dit en batch repete on peut de plus distinguer les parametres 
optimum de la phase de croissance cellulaire, de ceux permettant une plus grande 
15 accumulation de GAGs et d'heparine au sein des cellules. 

Des systemes de culture en continu de type perfuses, avec ou sans retention 
cellulaire peuvent egalement etre utilises (VELEZ et a/., J. Immunol. Methods, 
102(2), 275-278, 1987 ; CHAUBARD etal. 9 Gen. Eng. News, 20, 18-48, 2000). 

20 Dans le cadre de la presente invention on peut notamment utiliser des systemes 
de culture perfuses permettant la retention des cellules a I'interieur du reacteur, et 
aboutissant a une croissance et une production superieure a celle pouvant etre 
obtenue en batch. La retention peut etre effectuee par Tintermediaire de systemes 
de retention de type filtre tournant (spin-filter), fibres creuses ou matrice sotide 

25 (WANG et a/., Cytotechnology, 9, 41-49, 1992; VELEZ et a/., J. Immunol. 
Methods, 102(2), 275-278, 1987) 

Les densites ceilulaires obtenues sont generalement comprises entre 10 7 et 
5 x 10 7 cellules/ml. La culture en bio-reacteurs permet, par I'utilisation de capteurs 
30 de mesure en ligne, un meilieur controle des parametres physico-chimiques de la 
croissance cellulaire : pH, pQ2, Red/Ox, substrats de croissance tels que 
vitamines, acides amines, substrats carbones (par exemple glucose, fructose, 
galactose), metabolites tels que lactate ou ammoniaque, etc. 

35 II peut etre envisage d'augmenter quantitativement et qualitativement le contenu 
en molecules de type heparine des mastoeytes suite a un traitement avec le 
sodium butyrate (Nakamura et al (Biochim.Biophys.Acta. 627, 60-70, 1980). 
Apres 3 a 14 jours de culture, de preference apres 3a 5 jours, les cellules sont 
recoltees et separees du milieu de culture, generalement par centrifugation ou 

40 filtration. 

Differents systemes de centrifugation peuvent etre utilises, on citera par exemple 
ceux decrits par VOGEL et TODARO (Fermentation and Biochemical Engineering 
Handbook, 2 nd Edition, Noyes Publication, Westwood, New Jersey, U.S.A.). 
45 Alternativement ou en combinaison avec la centrifugation, on peut effectuer la 
separation par microfiltration tangentielle, a I'aide de membranes dont la porosite 
est inferieure au diametre moyen des cellules (5 a 20pm) tout en permettant le 
passage des autres composes en solution/suspension. La vitesse du flux 
tangentiel et la pression appliquee sur la membrane sera choisie de fagon a 
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generer peu de force de cisaillement (nombre de Reynolds inferieur a 5000 sec" 1 ) 
afin de reduire le colmatage des membranes et preserver I'integrite des cellules 
pendant I'operation de separation. 

5 Differentes membranes peuvent etre utilisees, par exemple, des membranes 
spirales (AMICON, MILLIPORE), des membranes planes ou des fibres creuses 
(AMICON, MILLIPORE, SARTORIUS, PALL, GF). 

On peut aussi choisir des membranes dont la porosite, la charge ou le greffage 
10 permet d'effectuer une separation et une premiere purification vis-a-vis 
d'everituels contaminants pouvant etre presents dans le milieu de culture, tels que 
proteines cellulaires, ADN, virus ou autres macromolecules. 

Utilisation de membranes de porosite plus reduite peut aussi etre envisagee 
15 dans le cas ou I'heparine aurait ete liberee du contenu intracellulaire, par 
degranulation ou lyse de tout ou partie des mastocytes, et est presente dans le 
milieu de culture au moment de I'etape de separation. Dans ce cas, la separation 
des cellules est combinee a une etape ultrafiltration sur une ou plusieurs 
membranes dont I'agencement et la porosite permet de concentrer I'heparine et 
20 de la separer des autres especes presentes dans le milieu, en fonction de la taille 
et du poids moleculaire, et eventuellement de.la charge electrique ou v des 
proprietes biologiques. 

Dans le cadre de ce mode de mise en ceuvre, le seuil de coupure des membranes 
25 est de preference compris entre 1000 et 5 Kda. On peut utiliser des systemes de 
membranes similaires a ceux employes pour la micro-filtration, par exemple, 
membranes spirales, membranes planes ou fibres creuses. On peut 
avantageusement utiliser des membranes permettant d'effectuer une separation et 
une purification de I'heparine, du fait de leurs proprietes de charge ou du greffage 
30 de ligands presentant une affinite pour I'heparine (par exemple anticorps, ATIII, 
lectine). 

Toutefois, on preferera generalement utiliser des methodes de production et de 
recolte des cellules permettant de conserver I'heparine dans le contenu 
35 intracellulaire. 

La recuperation de I'heparine a partir des mastocytes peut aussi se faire apres 
degranulation ou lyse des cellules. 

La degranulation peut etre provoquee par la fixation de ligands specifiques sur les 
recepteurs presents a la surface des mastocytes, par exemple la fixation d'agents 
40 de type allergene (tels que fragment Fc des IgE ou analogues de ce fragment) sur 
les recepteurs IgE des mastocytes. 

D'autres agents peuvent aussi induire une degranulation des mastocytes. Ces 
agents peuvent etre classes en plusieurs categories telles que les agents 
45 cytotoxiques, les enzymes, les polysaccharides, les lectines, les anaphylatoxines, 
les composes basiques (compose 48/80, substance P, etc), le calcium (ionophore 
A23187, ionomycine, etc). [D. Lagunoff and T. W. Martin. 1983. Agents that 
release histamine from mast cells. Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 23:331-51]. 
L'utilisation d'agent de degranulation peut etre effectuee de facon repetee sur les 
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mernes cellules maintenues en culture. Dans ce mode de production la 
productivity est augmentee de fagon significative par la simplification du procede 
de recolte a partir du surnageant et par le maintien en culture des cellules. 
Dans le cas particulier de I'ionophore A23187, la degranulation des mastocytes 
5 peut etre induite par exemple par traitement de 2.10 cellules/ml de mastocytes 
avec P ionophore A23187 a des concentrations comprises entre 1 a 100 pg/ml et 
des temps d'action variant de 1 minute a 4 heures. 

La lyse des mastocytes, peut etre induite, par exemple, par choc osmotique en 
10 utilisant des solutions hypotoniques ou hypertoniques, par choc thermique 
(congelation/decongelation), par choc mecanique (par exemple sonication ou 
variation de pression), par action d'agents chimiques (NaOH, THESIT™, NP40™, 
TWEEN 20™, BRIJ-58 +M , TRITON X™-100,...) ou par lyse enzymatique (papaine, 
trypsine,...) ou par combinaison de deux ou pfusieurs de ces methodes. 

15 

Pour extraire et purifier I'heparine a partir du lysat cellulaire, separer les chaines 
polysaccharidiques du noyau serglycine, et separer les chaines d'heparine des 
autres GAGs presents dans le milieu d'extraction, on pourra utiliser des methodes 
similaires a celles utilisees dans le cadre de ('extraction et la purification 
20 d'heparine a partir de tissus animaux, qui sent connues en elles-memes, et 
decrites dans des ouvrages generaux, tels que le manue! de DUCLOS, cite ci- 
dessus). 

A titre d'exemples non-limitatifs, pour separer I'heparine des acides nucleiques et 
25 des proteines cellulaires, et la solubiliser, e'est a dire rompre les liaisons avec le 
noyau serglycine : 

- on peut soumettre le lysat cellulaire a une ou plusieurs digestions 
enzymatiques (pronase, trypsine, papaTne, etc..) ; 

- les liaisons heparine-proteine peuvent etre hydrolysees en milieu alcalin, 
30 en presence de sulfates ou de chlorures ; 

- on peut egalement effectuer un traitement en milieu acide (par exemple 
par de I'acide trichloracetique a froid) pour detruire les acides nucleiques 
et les proteines provenant des cellules, complete par ('utilisation d'une 
solution ionique qui permet de dissocier les interactions GAGs- 

35 proteines. 

On peut egalement effectuer une extraction par la guanidine, apres hydrolyse 
enzymatique ; pour purifier I'heparine solubilisee, on peut par exemple la precipiter 
par I'acetate de potassium, par un ammonium quaternaire, par I'acetone, etc. 
Ces etapes de purification peuvent avantageusement etre completees ou 

40 remplacees par une ou plusieurs etapes de chromatographie, notamment de 
chromatographie d'echange d'anions. 

La presente invention a egalement pour objet les preparations d'heparine 
susceptibles d'etre obtenues a partir de cultures de mastocytes en mettant en 
45 oeuvre un procede selon Tinvention. 

Les preparations d'heparine conformes a ('invention, qui possedent des proprietes 
biologiques comparables a celles des preparations d'heparine obtenues dans Tart 
anterieur a partir de tissus animaux, peuvent etre utilisees dans toutes les 
applications usuelles de I'heparine. 
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Les figures 1 A a 1 H iliustrent le marquage anti-tryptase des mastocytes obtenus 
apres 3 semaines de culture, respectivement dans les conditions C1 a C8. Les 
pics ombres et clairs correspondent respectivement aux temoins(sans anticorps) 
5 et aux cellules obtenues dans les conditions C1 a C8. 

Les figures 2 A a 2H iliustrent le marquage des recepteurs IgE des mastocytes 
obtenus apres 5 semaines de culture, respectivement dans les conditions C1 a 
C8. Les pics hachures, ombres et clairs correspondent respectivement a des 
10 cellules non-marquees (cellules porcines non-mastocytaires), a des cellules 
temoins et aux cellules obtenues dans les conditions C1 a C8. 

Les figures 3 A a 3H iliustrent le marquage anti-tryptase des mastocytes obtenus 
apres 7 semaines de culture, respectivement dans les conditions C1 a C8. Les 
15 pics ombres et clairs correspondent respectivement aux temoins et aux cellules 
obtenues dans les conditions C1 a C8. 

Les figures 4 A a 4H iliustrent le marquage FGF des mastocytes obtenus apres 8 
semaines de culture, respectivement dans les conditions C1 a C8. Les pics 
20 ombres et clairs correspondent respectivement aux temoins et aux cellules 
obtenues dans les conditions C1 a C8. 

La figure 5 illustre la croissance des cultures dans les differentes conditions C1 a 
C8 dans les 7 premieres semaines de culture. 

25 

La figure 6 represente les structures chimiques des disaccharides Is, lis Ills et IVs 
correspondant aux disaccharides N sulfates de I'heparine, ainsi que les 
disaccharides homologues acetyles la lla, Ilia et.lva. 

30 La figure 7 illustre la croissance en reacteur des mastocytes obtenus dans., les 
conditions C1, C7 et C8. 

La presente invention est illustree par les exemples de mise en ceuvre qui suivent. 
Ces exemples sont purement illustratifs et ne doivent pas etre consideres comme 
35 limitatifs. 

EXEMPLES 

EXEMPLE 1 : Isolement de populations de mastocytes a partir de moelle 
40 osseuse de jeuries pores et obtention de liqnees 

Les animaux utilises pour les prelevements sont issus d'elevages proteges, 
indemnes d'organismes pathogenes specifiques (IOPS) du pore (MERIAL SA 
Lyon France) Le sternum de porcelets ages de quatre et six semaines, 
45 respectivement PI et Pill sont preleve aseptiquememt puis transports dans un 
container sterile au laboratoire pour etre decontamine et rince par successivement 
une solution d'eau de javel pure diluee au 1/100 en tampon PBS (Phosphate 
Buffer Saline pH 7.4) puis en PBS. Les sternum sont ensuite coupes, puis la 
moelle osseuse est aspiree a I'aide d'une seringue pour etre ensuite dilue en PBS. 
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La suspension medullaire est tamisee sur une compresse sterile ; diluee dans 40 
ml de PBS puis centrifugee 10 minutes a 400 g. Le culot cellulaire est repris dans 
5 ml de PBS puis purifie sur 5ml de Ficoll (Dutscher) (HOOgxIO')., L'anneau 
contenant les cellules medullaires est recupere puis rince deux fois en PBS ( 
5 14ml, 400gx10min) puis repris dans 2 ml de PBS pour etre comptee, environ 1x 
108 cellules totales par sternum. 

Apres comptage, les cellules sont centrifugees puis reprise a une concentration de 
1-3 x10 6 cellules 7ml en plaques de culture 6 puits et 4 ml par puits dans le milieu 

10 contentant les composants suivants : MEMO (Invitrogen) Serum de veau Fetal 
15% (PAA Laboratories) Penicilline (Sigma) 100 Ul/ml, 100pg/ml Streptomycine 
(Sigma) 2ng/ml ML3 porcine (Biotransplant) 80ng/ml r-SCF porcin (Biotransplant). 
Des la mise en culture les cellules sont cultivees dans le milieu de cultures decrit 
ci-dessus supplements en cytokines (IL4 recombinante porcine 1ng/ml R1D 

15 systems; IL6 recombinante porcine 100ng/ml, R&D systems; G-CSF humain 
recombinant 10ng/ml) comme indique dans le tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 : conditions de culture des cellules 



cytokines 


C1 


C2 


C3 


C4 


C5 


C6 


C7 


C8 


IL4 


+ 




+ 




+ 








IL6 


+ 


+ - 






+ 


+ 






G-CSF 


+ 


+ 


+ 


+ 











( + milieu avec; - milieu sans cytokine) 

Les plaques de cultures sont incubees a 38°C +/- 0.5 0 et sous atmosphere a 5% 
25 de C02. 

Deux fois par semaine et pendant huit semaines, le milieu de chaque puits est 
renouvele avec du milieu frais. La caracterisation du phenotype mastocytes des 
cellules isolees est realisee des la semaine 2 puis a intervalles reguliers (semaine 
30 3 S semaine 5 et semaine 7) 

Des lignees de mastocytes porcins, obtenues dans certaines des conditions 
indiquees ci-dessus, ont ete deposees aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de Tlnstitut Pasteur (CNCM) le 09 avril 2003. 

35 

Ces lignees deposees sous les n° 1-3010, 1-3011, 1-3012, 1-3013, 1-3014 ont ete 
respectivement obtenues dans les conditions C1, C2, C3, C4 et C5 decrites dans 
le tableau 1. 

40 La confirmation du phenotype mastocyte des cellules dans chaque condition de 
culture est mise en evidence par la detection en fluorocytometrie de la presence 
des marqueurs specifiques tel que recepteur aux IgE, et tryptase. La detection du 
marquage avec le FGF est aussi realisee pour la revelation du site de fixation du 
FGF sur I'heparine des mastocytes. 

45 
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Marquage de la tryptase 

1 ml de suspension cellulaire de chaque condition est preleve. Chaque echantillon 
est rince une fois par centrifugation en tampon PBS, puis les cellules sont re- 
suspendues dans 400ul de tampon PBS contenant 0.5% de BSA ( Bovine Serum 
5 Albumine ) et 0.01 %d 'azide de sodium. 

Les cellules sont ensuite permeabilisees a 4°C en solution cytofix/cytoperm 
(Pharmingen), 200ul par echantillon et incubees 25 minutes. Apres deux rincage 
en tampon permawash( Pharmingen) les echantillons sont incubes 30 minutes a 
10 4°C avec 1pg d'anticorps monoclonal murin specifique de la tryptase (Mouse anti- 
human Mast cell tryptase; Chemicon) 

Apres trois rincages en tampon permawash, le marquage est revele par incubation 
pendant 25 minutes avec un conjugue anti immunoglobulines de souris marque au 
15 FITC ( FITC-conjugates Affinity pure Goat Anti Mouse IgG ; Jackson 
Immunoresearch) 

Des dupliquas d 'echantillons sont realises selon la meme procedure a I'exception 
de I'incubation avec I'anticorps anti tryptase afin de pouvoir soustraire lors de 
l'analyse la fluorescence due a la liaison non specifique du conjugue marque 
20 FITC. 

A la fin de la derniere incubation, les cellules sont rincees deux fois en tampon 
permawash, puis remise ne suspension en tampon PBS froid additionne de 1% 
de formaldehyde (Sigma) 

L'analyse en cytofluorimetrie est realisee sur FACS (Faxcalibur Becton Dickinson) 

25 

Marquage du recepteur aux IgE 

Environ 2x1 0 5 cellules de chaque condition sont prelevees, rincees deux fois en 
PBS puis incubees avec 2ug pour 10 6 cellules d'lgE canine (Monoclonal Canine 
30 IgE; Bethyl) Les echantillons sont incubes 3h30min a 37°C, puis rincee deux fois 
eh PBS. Apres remise en suspension en PBS, les echantillons sont ensuite 
incubes pendant 30 minutes a 4°C avec 5ug pour 10 6 cellules d'anticorps de 
chevre anti IgE canine (Goat anti Dog IgE affinity purified; Bethyl) 

35 Apres incubation, les echantillons sont rinces de nouveau deux fois en PBS, puis 
incubes pendant 30 minutes avec un conjugue anti Ig de chevre marque au FITC 
(Donkey anti Goat/Sheep FITC; Serotec) Apres deux rincages en tampon PBS, les 
echantillons sont remis en suspension et fixes en tampon additionne de 1% de 
formaldehyde. Comme precedemment des dupliquas d 'echantillons sont aussi 

40 realises en omettant I'incubation avec I'lgE afin de soustraire lors de l'analyse la 
fluorescence due a la liaison non specifique du conjugue marque FITC. Un 
echantillon de cellules porcines non mastocytaire (IRP) est aussi analyse dans les 
memes conditions afin de confirmer la specificite du marquage. 

45 Marquage du site de fixation du FGF. 

Les echantillons de culture cellulaire a analyser sont repartis dans une plaque 96 
puits, fond conique, a raison de 0,2. 10 6 par puits puis centrifuges a 1400 trs/mn, 4 
mn. Le culot cellulaire est rince dans 100ul de tampon PBS contenant 5g/l 
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d'albumine bovine puis centrifuge a 1400 trs/mn, 4 mn. Deux ringages successifs 
sont realises dans les memes conditions. 

Les cuiots cellutaires sont dilue dans un tampon de fixation/permeabilisation 
5 Cytofix/Cytoperm, (Pharmingen), rince dans 100pl de tampon Perm/Wash 
(Pharmingen) puis centrifuge a 1400 trs/mn, 4 mn, 4°C. Trois ringages successifs 
sont realises dans les memes conditions. 

Les cuiots cellulaires sont dilues dans 100|jI de tampon PermA/Vash contenant 172 
10 ng/ml de FGF basic (R&D systems) et incubes 30 minutes dans la glace. Les 
cellules sont rincees dans 100pl de tampon Perm/Wash™ puis centrifugees a 
1400 trs/mn, 4 mn, 4°C. Trois ringages successifs sont realises dans les memes 
conditions. 

15 Les cuiots cellulaires sont dilues dans 100pl de tampon Perm/Wash contenant 
1pg d'anticorps monoclonal de souris anti-FGF basic (R&D systems) couple a la 
biotine et incubes 30 minutes dans la glace. Les cellules sont rincees dans 100|j| 
de tampon PermA/Vash puis centrifugees a 1400 trs/mn, 4 mn, 4°C. Trois ringages 
successifs sont realises dans les memes conditions. 

20 

Les cuiots cellulaires sont dilues dans 1 0OpI de tampon Perm/Wash contenant une 
solution de streptavidin peridinin chlorophyll-a protein et incubes 20 minutes, dans 
la glace, a I'obscurite. Les cellules sont rincees dans 100pl de tampon 
PermAA/ash™ puis centrifugees a 1400 trs/mn, 4 mn, 4°C. Trois ringages 
25 successifs sont realises dans les mernes conditions. Le culot est dilue dans 150pl 
de tampon PBS froid contenant 5g/l d'albumine bovine, 0,01% d'azide de sodium, 
1% formaldehyde. La presence du marquage intra cytoplasmique est detectee 
par cytofluorimetrie. 

30 Des dupliquas d 'echantillons sont realises selon la meme procedure a ['exception 
de Tincubation avec I'anticorps anti-FGF afin de pouvoir soustraire lors de 
('analyse la fluorescence due a la liaison non specifique du conjugue marque 
FITC. Un echantillon de cellules porcines non mastocytaire (IRP) est aussi 
analyse dans les memes conditions afin de confirmer la specificite du marquage 

35 

Les figures 1, 2, 3 et 4 presentent les resultats de la earacterisation phenotypique 
des mastocytes obtenus respectivement apres 3, 7et 8 semaines de culture. 
On observe un marquage positif et specifique des cellules vis a vis des marqueurs 
des mastocytes, recepteur IgE, et tryptase ainsi que la detection de la liaison 

40 intracellular du FGF. La detection realisee sur les cellules a partir de la troisieme 
semaine de mise en culture est positive pour la presence de tryptase. Les cultures 
dans les conditions 1a 5 sont homogene, et contiennent 100% de mastocytes, 
comme revele par un marquage du recepteur aux IgE a partir de la semaine 5. 
En semaine 7, les cultures en conditions C1a C5 et C7 sont homogenes a 100%, 

45 rhomogeneite des cultures en conditions C6 et C8 est superieure a 50%. 

Analyse en microscopie Electronique 

La earacterisation des cellules isolee a aussi ete completee par observation en 
microscopie electronique. Les cellules presente une morphologie caracteristique 



1er depot 

19 



des mastocytes avec de nombreuses granulations, avec un gros noyau excentre, 
un contour irregulier. 

Proliferation cellulaire lors de I'isolement 

5 A intervalles reguliers, des echantillons de culture pour chaque condition (C1 a 
C8) sont preleves et comptes au microscope apres dilution en tampon PBS 
additionne de 0.4% de bleu trypan. 

On observe une diminution de la concentration cellulaire lors des quatre premieres 
semaines de culture (S1 a S4) correspondant a la mort et la lyse des cellules 
10 medullaire non stimulees par le SCF et au passage d'une culture heterogene a 
une culture essentiellement mastocytaire. Des la cinquieme semaine (S5) on 
observe une proliferation des cultures correlee avec un marquage plus intense 
des marqueurs specifiques de mastocytes. La proliferation est sensiblement plus 
importante pour les conditions de culture comprenant de l'IL.4 (figure 5). 

15 

Caracterisation du contenu heparine des cultures en HPLC 

Apres 15 semaines de culture et amplification, des echantillons ont ete preleves 

20 pour analyser la composition en proteoglycanes des mastocytes selon le protocole 
decrit par Linhardt et al (Biomethodes, 9, 183-197, 1997) Les echantillons sont 
traites de la facon suivante : 

Proteolyse : Les echantillons cellulaires, 2x1 0 6 cellules, sont centrifuges et 
rinces deux fois en tampon PBS. Chaque culot est repris dans 100ul d'eau distillee 

25 additionnes de 10pl d'alcalase (Novozymes) puis chauffe pendant 5 heures a 
60°C sous agitation. Puis les echantillons sont dilues avec 200pl de tampon Tris 
10mM pH 7.0 ( Prolabo) 0.5M NaCI (Prolabo) avant d'etre centrifuges pendant 10 
minutes a 10.000 Trs/min. L'etape de proteolyse permet de liberer le contenu 
intracellulaire et de dissocier les liaisons proteines-polysaccharides. 

30 Extraction : Le surnageant de chaque echantillon est purifie par echange 

d'ions sur resine ammonium quaternaire SAX en format plaque 96 puits, 
100mg/2ml (Thermohypersil).. Apres fixation et lavage en tampon Tris pH7, NaCI 
0.5M, les Glyco-aminoglycans (GAGs) sont elues par 500 pi de tampon Tris 
pH7.0, NaCI 3M. 

35 Dessalage/concentration : 

Les echantillons sont ensuite dessales sur colonne de gel permeation (NAP-5, 
Pharmacia) 

Apres elution dans un volume de 1 ml, les echantillons sont concentres par 
lyophilisation, puis repris dans 130pl d'eau distillee. 

40 Depolymerisation. 

Pour I'analyse HPLC, les GAGs sont depolymerises par un melange 
d'heparinases I, II et III (Grampian enzymes) Chaque solution d'heparinase est 
ajustee a 0.5UI/ml en tampon phosphate. La solution d'heparinases I, II, III est 
preparee en melangeant 1/3 volume a volume de chaque solution d'heparinase. 

45 Pour 100 pi d'echantillon a analyser, on ajoute 15pl du melange d'heparinase et 
10pl de tampon acetate contenant 0.73 ml d'acide acetique 100% (Prolabo) 
12.5mg d'albumine bovine (Sigma) et 39.5 mg d'acetate de calcium (Prolabo) pour 
30 ml d'eau distillee. 
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Analyse HPLC. 

Les echantillons sont ensuite analyses par HPLC sur colonne Waters spherisorb 
SAX 5pm, 250x3mm, Thermohypersil. 50 pi d'echantillon sont injectes par 
analyse, le tampon de la phase mobile est compose de 2.5mM de Sodium Di 
Hydrogeno Phosphate (Na2HP04, Prolabo) dont le pH est ajuste a 2.9 avec de 
i'acide ortho-phosphorique(H3P04,ProIabo). L'elution des disaccharides 
constitutifs des GAGs extraits des echantillons cellulaires est realise dans un 
gradient de 0 a 100% en 50 minutes de tampon Na2HP04 .2.5 mM et 1M de 
perchlorate (NaCI04, Prolabo) Les disaccharides sont detectes par leur temps de 
retention et par rapport a un echantillon d'heparine standard (Aventis) en UV a 
234 nM. 

L'analyse des cultures cellulaire apres 15 semaines de culture revele la presence 
en quantites importantes de composes de type heparine dans les cellules, 
confirmant la nature specifiquement mastocytaire des cultures isolees. 
On retrouve en effet les disaccharides majeurs constitutifs de i'heparine tel que 
decrit par Linhardtet al (Biomethodes, 9, 183-197, 1997). 

Ces disaccharides sont principalement represents par le Is, lis Ills et IVs 
(structures chimiques representees sur la figure 6) correspondant aux 
disaccharides N sulfates de I'heparine. On retrouve aussi les disaccharides 
homologues acetyles Ha, Ilia et IVa (figure 6). 

Le tableau 2 presente les compositions obtenues pour chaque culture. 
On observe une modulation reproductible de la structure disaccharidique en 
fonction de la presence ou non d'IL4, cette modulation est majoritairement 
observee sur le pourcentage des disaccharides Us et Ills. 



EXEMPLE 2 : Mise en culture des lignees et analyse de la production de 
molecules de type heparine 

Le profil disaccharidique des mastocytes isolee, a ete analyse pour trois 
conditions de milieux de culture (C1, C7 et C8) Les cellules ont ete amplifiers en 
suspension et mises en culture en spinner de 100ml. 

Culture cellulaire. 

La densite cellulaire initiate est de 2x1 0 5 cellules par ml, les cellules sont incubees 
sous atmosphere de 5% de C02 a 37°C et un comptage a intervalle regulier est 
effectue au microscope. 

Des echantillons des cultures ainsi realisees sont preleves lors des comptages 
pour analyse en HPLC du contenu en polysaccharides de types heparine et 
mesure de I'activite biologique anti Ha et anti Xa. 

Dans ces conditions, la densite cellulaire maximale est comprise entre 4 et 6.10 5 
cellules/ml avec un temps de doublement en phase exponentielle compris entre 
24 et 48 heures. 

La figure 7 illustre la croissance des mastocytes au 14eme passage. 
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Analyse des polysaccharides. 

L'analyse en HPLC des echantillons pour trois jours de recolte (J4, J7 et J 10) 
montre pour toutes les cultures un profit de type heparinique des polysaccharides 
avec un effet de l'IL4 sur le pourcentage relatif des disaccharides lis et Ills. La 
productivity des cultures est significative, comprise entre 2 et 12 ug pour 10 6 
cellules. 

Par comparaison, les cultures de lignees de mastocytes de I'espece murine tel 
que les cellules MST decrite par Montgomery et al (Proc.Natl. Acad. Sci., 89, 
11327-11331, 1992) ou la lignee humaine de mastocytes HMC1 (Butterfield et al 
Leuk Res, 12(4),345-355,1988) presentent une productivity de composes de type 
heparine 20 a 200 fois inferieure aux lignees porcine objets de la presente 
invention. (Tableaux 3 et 4) 

Activite biologique des polysaccharides : 

L'inactivation des facteurs Xa et lla est caracteristique de I'heparine et permet de 
la differencier de I'heparane sulfate et du dermatane. La methode utilisee est celle 
decrite dans la monographie de la pharmacopee Europeenene3ieme edition 
(1997). 



[ATI 1 1 - Heparine] 
[ATI I l-Heparine-Facteur] 



La reaction se deroule en trois etapes : 

1 : ATIII + heparine 

2 : [ATIII - Heparine] + Facteur en exces 
+ Facteur residuel 

3 : Facteur residuel + Substrat chromophore Para-nitroaniline colore 
La quantite de Paranitroaniline liberee est inversement proportionnelle a la 
quantite d'heparine. 

La quantite anti-Xa ou Anti-lla est mesuree par rapport a une droite d'etalonnage 
etablie avec le standard SPIM ( Standard International Heparine) La sensibilite de 
la methode est de 0.006UI/ml. 

L'activite biologique est exprimee en Ul/mg en tenant compte de la quantification 
des disaccharides obtenue par HPLC. 

L'analyse realisee au 10 jour de recolte apres la fin de la phase de croissance 
revele une activite biologique anti-Xa et anti-lla comprise entre 10 a 25 Ul/mg. 
On remarque que pour ce stade de la culture, que le ratio entre les deux activites 
est proche de 1, ce qui est le ratio caracteristique de I'heparine issue de 
I'extraction a partir de la muqueuse intestinale de pore. 

Les resultats obtenus par mesure de l'inactivation des facteurs Xa et lla sont 
resumes dans le tableau 5. 

Tableau 5: mesure de l'inactivation des facteurs Xa et lla 



Condition 


C1 


Activite 


anti-lla 


12 


(Ul/mg) 






Activite 


anti-Xa 


12 


(Ul/mg) 







C7 



12 



12 



C8 



26 



26 



1er depot 



22 



EXEMPLE 3 : Modification genetique des cellules isolees 

Les mastocytes peuvent etre modifies genetiquement par Introduction d'un acide 
nucleique exogene en utilisant par exemple des techniques de transfection, 
5 d'electroporation, de nucleoporation ou d'infection ce qui resultera en I'expression 
transitoire ou stable de I'acide nucleique introduit. Dans le cas d'une expression 
stable, I'ADN peut etre integre dans le genome cellulaire ou etre maintenu comme 
episome. 

10 Uransfection par nucleoporation et electroporation. 

Des cellules transferees stablement peuvent etre obtenues en utilisant la 
methode de nucleoporation decrite ci-dessous, en appliquant, 24 a 72 heures 
apres la nucleoporation, une pression de selection (hygromycine, geneticine, 
15 blasticidine, puromycine ou zeocine. La resistance a I'agent de selection est 
conferee par Integration du plasmide porteur du gene d'interet et du gene de 
resistance. 

Nucleoporation 

20 Cette methode, est utilisee preferentiellement car elle permet de cibler I'ADN 
directement dans le noyau. 

1 a 2.10 6 mastocytes, en phase exponentielle, preferentiellement apres 3 ou 4 
jours de culture, sont centrifuges a 1000 rpm 5 minutes et repris dans 100 fjl de 
25 solution de nucleofection (Amaxa, Kit 8351). 2 a 4 pg de pcDNA3.1-eGFP, 
plasmide codant pour la GFP, sont ensuite ajoutes a la suspension cellulaire. Les 
cellules sont alors transferees dans la cuvette d 'electroporation et soumises a un 
choc electrique par I'utilisation d'un programme specifique (comme U14, T20 et 
T22 AMAXA) 

30 

Les cellules sont ensuite transferees dans 2 ml de milieu complet prechauffe a 
37°C puis incubees a 37°C, 5%C02. 

24 a 48 heures apres la transfection, les cellules sont recoltees pour etre fixees au 
35 paraformaldehyde (Prolabo) 1 %. Pour cela, la totalite de la culture est centrifugee 
5 min a 1000 rpm. Apres elimination du surnageant, les cellules sont lavees dans 
4 ml de PBS 1x puis centrifugees a nouveau. Le culot cellulaire est ensuite repris 
dans 1 ml de paraformaldehyde 1 %. Les cellules ainsi fixees sont ensuite 
analysees au cytometre (Cytomics FC 500, Beckman Coulter) 
40 Les conditions de nucleoporation decrites ci-dessus permettent de transfecter les 
mastocytes de pore avec une efficacite de transfection comprise entre 30 a 50 % 
tout en obtenant une bonne viabilite cellulaire, superieure a 50% | 

Electroporation 

45 1 a 5.1 0 6 cellules, en phase exponentielle, sont mises en contact avec 1 a 30 pg 
d'ADN. Les cellules, transferees dans une cuvette d'electroporation 4 mm, sont 
incubees 5 min dans la glace avant d'etre electroporees a un voltage compris 
entre 150 V et 400 V avec une capacitance de 500 ou 960 pF (Gene Pulser II, 
Biorad) Apres electroporation, les cellules sont a nouveau incubees 5 min dans la 
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glace pour etre finalement transferees dans 5 ml de milieu de culture complet et 
incubees a 37°C, 5%C02. 

Le processus de selection de cellules ayant integrees le transgene de facon stable 
utilise la meme technique que decrit ci-dessus en utilisant la resistance conferee 
5 par Integration du plasmide a un agent de selection. 

2 Transfection oar des vecteurs viraux. utilisation de vecteurs retro-viraux 
pantropiques. 

10 Alternativement aux methodes de transfection par electroporation et 
nucleoporation, on peut utiliser des vecteurs retro-viraux recombinants et deletes 
pour la replication. On peut par exemple utiliser des vecteurs pseudo types avec la 
glycoproteine d'enveloppe du vesicular stomatitis virus (VSV-G) qui permet la 
production de vecteurs retro-viraux pantropiques, capable d'infecter des cellules 

15 porcines. 

Dans ce mode de transfection, le vecteur retro-viral porteur du gene d'interet a 
exprimer ou integrer dans le mastocyte porcin est produit dans un premier temps 
a I'aide du cellule d'empaquetage telle que GP-293 (Clontech protocol ref PT 
20 3132-1), qui possede les elements genetique pour la production du vecteur (gag et 
pot) a I'exception du gene pour la production de la proteine d'enveloppe pseudo- 
typee (env- VSV-G). 

Lors de la production du vecteur retro-viral, les cellules d'empaquetage sont co- 
25 transferees avec le plasmide codant pour le gene d'enveloppe VSV-G et un 
plasmide retro-viral codant pour le gene d'interet sous controle d'un promoteur 
avec ou sans gene de selection. 

Pratiquement, les cellules GP-293 sont mises en culture 48h a 72 heures avant la 
30 transfection afin d'etre en phase exponentielle de croissance. Le jour de la 
transfection, le milieu de culture est change par du milieu frais (15-20 ml pour 10 
cellules), puis 1 a 2 ml de solution contenant le melange du plasmide VSV-G (5 a 
20ug pour 10 6 cellules) et du plasmide porteur du gene d'interet (10 a 30 pg pour 
1(r cellules), en tampon pH7 phosphate de calcium sont ajoutes goutte a goutte 
35 dans le milieu de culture (1 a 2ml (Promega) 

Les cellules sont ensuite remises a incuber pendant 16 a 24 heures a 37°C ou 
preferablement a une temperature comprise entre 32 et 35°C. Le milieu de culture 
est change a nouveau avec du milieu frais. Les cellules sont incubees pendant 48 

40 heures supplemental a 32-35 °C. A la fin de la periode d'incubation, le 
surnageant de culture contenant les vecteurs retro-viraux neo-formes est recolte. 
Une partie du surnageant d'infection des cellules d'empaquetage est aliquote et 
congele a -80°C, I'autre partie est melangee au milieu de culture des mastocytes 
en phase exponentielle de croissance de croissance. En pratique les mastocytes 

45 en culture sont centrifuges et resupendus dans un milieu contenant 50% de milieu 
frais et 50% de surnageant d'infection. Les mastocytes sont mis a incuber 
pendant 24 heures a 32-35 °C, puis le milieu est change a nouveau par du milieu 
frais. 
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48 a 72 heures apres Pinfection des mastocytes, des echantiilons sont preleves 
pour analyser par cytofluorimetrie dans le cas du temoin defection avec le gene 
rapporteur fluorescent GFP (Green Fluorescent Protein) ou par PCR pour les 
infections avec le gene d'interet. Par cytofluorimetrie la mesure de Pefficacite de 
5 transfection est superieure a 20% des cellules totales. 

Les populations de cellules transfectes sont ensuite selectionnees en ajoutant 
dans le milieu de culture I'agent cytotoxique (Hygromycine, puromycine, G418, 
Zeocyne) pour lequel seuls les mastocytes transfectes avec le vecteur retro-viral 

10 porteur du gene d'interet et du gene de resistance continuent a pousser. Par cette 
methode le gene d'interet est stablement integre et s'exprime de maniere stable. 
Apres selection et clonage des populations, I'agent de selection peut etre enleve 
du milieu de culture tout en conservant I'expression du gene d'interet. Le vecteur 
retroviral produit de cette fagon ne se replique pas dans le mastocyte hote et il n'y' 

15 a done pas production de vecteurs replicatifs. 

Alternativement, on peut aussi utiliser des vecteurs pour lesquels I'expression est 
soumise a une induction du promoteur regulant I'expression du gene d'interet par 
un compose ajoute au moment voulu dans le milieu de culture. 

20 

EXEMPLE 4 : Isolement du gene c-kit porcin 

Le gene c-kit porcin a ete isole par 3 5 -RACE en utilisant comme source d'ARN, 
des ARN totaux isoles a partir d'une culture de mastocytes de foie de pore d'apres 
25 la procedure publiee precedemment (Piu et al, CR Acad. Sci. Paris, 316, 772-779, 
1993). 

La transcription inverse de 2 pg d'ARN totaux en ADNc a ete effectuee en suivant 
le protocole du kit 573' RACE (Roche), en utilisant comme amorce un oligodT 
30 nomme OligodT anchor primer de sequence SEQ ID N°8 5 ' gac cac gcg tat cga tgt 
cga ctt ttt ttt ttt ttt ttv L'ADNc est ensuite amplifie par PCR en utilisant le 
protocole du kit Expand High fidelity system (Roche). 

La PCR a ete realisee sur 1 pi d'ADNc, avec Pamorce sens C15203 s'hybridant 
35 specifiquement dans la region 5' non codante du gene c-kit porcin (nucleotides 24 
a 42 par rapport a la sequence c-kit porcin publiee, Ref GenBank AJ223228) de 
sequence SEQ ID N°9 gga att cct cga gag cag gaa cgt gga aag gag et 
I'amorce anti-sens nommee PCR anchor primer de sequence SEQ ID N°10 5 " gac 
cac gcg tat cga tgt cga c 3 ' s'hybridant de fa<jon specifique en 3' au niveau de 
40 Tamorce oligo dT. 10 cycles puis 25 cycles PCR ont ete appliques (cycle 1:15 
sec de denaturation a 94 °C, 45 sec d'hybridation a 55°C et 4 min d'elongation a 
68°C, cycle 2 ; 15 sec de denaturation a 94 °C, 45 sec d'hybridation a 60°C et 4 
min d'elongation a 68°C). 

45 Le produit PCR obtenu est purifie sur gel agarose 1 % TBE1x 3 en utilisant le kit 
Quiaquick gel extraction kit (Quiagen). 

Une seconde PCR, identique a la premiere est realisee sur 1/30 l6me du produit 
PCR purifie, en appliquant 25 cycles thermiques (15 sec de denaturation a 94 °C, 
45 sec d'hybridation a 60°C et 4 min d'elongation a 68°C). A Tissue de la seconde 
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PCR, le produit PCR est a nouveau purifie pour le doner dans un vecteur 
pGEMTeasy suivant le protocole pGEM-T Easy vector system (Promega). 

La sequence du gene porcin est ensuite partiellement determinee par 
5 sequencage La sequence nucleotidique obtenue est la sequence SEQ IDN°1. La 
sequence proteique deduite est la sequence SEQ IDN°2. Cette sequence SEQ ID 
N°1 montre des differences par rapport a la sequence publiee sous la reference 
AJ 223228. En effet I'extremite C terminale presente 9 acides amines 
supplemental et les differences suivantes dans la sequence nucleotidique ont 
10 ete observees, conduisant a la modification de deux acides amines : 
Modifications(par rapport a la sequence publiee AJ 223228): 

nt 237 t -» g, : H -+ Q 

nt 351 a -* t 

nt 523 a -> c 
15 nt 606 c -*■ t 

nt 609 g -*■ a 

nt 635 g -> a,: R — > K 

nt 639 c -» t 

nt 663 c g 

20 nt 669 c -» a 

nt2016a->g 
nt2865c-^t 

25 EXEMPLE 5: Isolement et sequencage de la sequence 3' codante du gene 3- 
QST porcin 

La sequence partielle du gene porcin codant pour la 3-OST est disponible.dans 
une banque EST (GenBank accession number BF075483). L'alignement de cette 
30 sequence avec la sequence humaine montre qu'il manque environ 650 pb de la 
region codante en 3'. 

La portion manquante du gene 3-OST porcin a ete identifier en com.binant la RT- 
PCR et le 3'-RACE en utilisant comme source d'ARN, des ARN de foie de pore 
35 isoles d'apres le protocole du kit Trizol (Invitrogen) 

La transcription inverse de 2 ug d'ARN totaux en ADNc a ete effectuee en suivant 
le protocole du kit First Strand Synthesis Sytem (Invitrogen), en utilisant comme 
amorce un melange des oligonucleotides BS02 et BS03 de sequences respectives 
40 SEQ ID N°11 5'-GCA GCA GCC ACG TCG GG-3' et SEQ ID N°12 5-TCA GTG 
YCA GTC RAA TGT TC-3' . 

2 ul de ces ADNc ont ensuite ete amplifies par PCR en presence d'une amorce 
sens BS05 de sequence SEQ ID N°13 5'-CGG NGA CCG CCT NAT CAG-3' et 
45 d'une amorce anti-sens BS06 de sequence SEQ ID N°14 5'-TCA GTG YCA GTC 
RAA TGT TC-3' avec la KOD hot start Polymerase (Novagen). Apres les 30 cycles 
thermiques (15 sec de denaturation a 98°C, 30 sec d'hybridation a 60°C et 30 sec 
d'elongation a 68°C), le fragment amplifie de 277 pb a ete clone dans le vecteur 
pCR-Blunt II TOPO (Invitrogen, Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit) puis sequence. 
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La sequence de ce fragment a ete utilisee pour generer 2 amorces BS21 et BS22 
pour isoler, par 3'-RACE, la totalite de la region 3'. 

Dans le cadre du 3'-RACE, 1 p' d'ARN porcin de foie a ete reverse transcrit en 
5 ADNc d'apres le protocole du kit First Strand Synthesis Sytem de Invitrogen, en 
utilisant comme amorce I'oligodT CDSII! de sequence SEQ ID N°15 (5'-ATT CTA 
GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG T 30 VN-3'). 

La region 3' du gene codant pour la 3-OST a ete ensuite amplifie par 2 PCR 
10 successives. La premiere PCR a ete realisee sur 2 pi d'ADNc, obtenu 
precedemment, avec I'amorce sens BS21 de sequence SEQ ID N°16 5'~GCA 
CCC CCA GAT CGA CCC C-3' et une amorce anti-sens CDSIII. 30 cycles 
thermiques ont ete appliques (10 sec de denaturation a 94°C, 30 sec d'hybridation 
a 60°C et 120 sec d'elongation a 68°C). La seconde PCR a ensuite ete realisee 
15 dans les memes conditions que la premiere PCR avec 1 pi de produit issu de la 
premiere PCR en utilisant I'amorce sens BS22 de sequence SEQ ID IST17 5'-CAA 
ACT CCT CAA TAA ACT GCA CG-3' et I'amorce anti-sens CDSIII. 

Le sequencage du produit PCR ainsi obtenu a Tissue du 3'-RACE a permis 
20 d'identifier la sequence 3' de la 3-OST porcine ainsi qu'environ 250 pb de la region 
non codante. 

Isolement de la phase codante complete du gene 3-OST porcin. 
Afin de doner la phase codante complete de la 3-OST porcine, une nouvelle 
25 experience de RT-PCR a ete realisee en utilisant les informations obtenues dans 
la premiere etape. 

La source d'ARN est la meme que dans I'etape precedente. 

2 pg d'ARN ont ete reverse transcrit en ADNc d'apres le protocole du kit First 
Strand Synthesis Sytem de Invitrogen, en utilisant comme amorce un 

30 oligonucleotide dT 2 4« 

Le gene codant pour la 3-OST a ete ensuite amplifie par PCR en deux etapes. La 
premiere PCR a permis d'amplifier le gene y compris une portion de la sequence 
3' non codante du gene, la seconde PCR a ensuite permis d'amplifier la sequence 
codante en utilisant des amorces compatibles avec le systeme Gateway 

35 (Invitrogen) 

La premiere PCR a ete realisee sur 2 pi d'ADNc avec une amorce sens BS10 de 
sequence 5'-AGG CCC GTG ACA CCC ATG AGT-3' s'hybridant specifiquement 
dans la region 5' non codante du gene 3-OST porcin et une amorce BS30 anti- 
40 sens de sequence 5'~CAC CTA GTG TAC ACC ACA ATT TAC-3' s'hybridant de 
fagon specifique en 3 5 au niveau de I'UTR. 35 cycles thermiques ont ete appliques 
(10 sec de denaturation a 98°C, 30 sec d'hybridation a 64°C et 150 sec 
d'elongation a 68°C) 

45 Une seconde PCR est ensuite realisee sur 1 pi du produit PCR afin d'amplifier 
specifiquement la phase codante. Pour cela, nous utilisons I'amorce sens BS31 de 
sequence SEQ ID N°18 5 ' GGG GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTC 
AGC ATG GCC GCG CTG CTC 3 ' et I'amorce anti-sens BS32 de sequence SEQ 
ID N°19 5 " GGG ACC ACT TTG TAC AAG AAA GCT GGG TTT AGT GCC AGT 
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CAA ATG TTC TGC C 3 '. Le programme PCR utilise est identique a celui utilise 
pour la premiere PCR. 

Le produit PCR de 1 kb a ensuite ete clone d'apres la procedure du kit Gateway 
cloning technology, Invitrogen dans le vecteur episomal pE-IRES-neo2. La 
5 sequence du gene porcin a ete verifiee par sequencage. 

La sequence nucleotidique obtenue est la sequence SEQ IDN°4. La sequence 
proteique deduite est la sequence SEQ IDN°5. 

10 EXEMPLE 6: Identification de la sequence complet e codante du gene 6-OST 
porcin 

La sequence partielle du gene porcin (nucleotide 682 a 910 de la sequence 
humaine) codant pour la 6-OST est disponible dans une banque EST (GenBa.nk 
15 accession number BE235545) 

La sequence codante complete du gene 6-OST a ete identifier en combinant deux 
experiences de RT-PCR avec des experiences de 5' et 3'-RACE en utilisant 
comme source d'ARN, des ARN de foie de pore isoles d'apres le protocole du kit 
Trizol (Invitrogen) 

20 

La transcription inverse de 80 ng d'ARN totaux- en ADNc a ete effectuee en 
suivant le protocole du kit First Strand Synthesis Sytem (Invitrogen), en utilisant 
comme amorce un oligonucleotide dT24. 

25 2 u! de ces ADNc ont ensuite ete amplifies par PCR en presence d'une amorce 
sens 386-03 de sequence SEQ ID N*20 5'-AGA TGA CTG GTC GGG CTG C-3' et 
d'une amorce anti-sens 386-01 de sequence SEQ ID N°21 5'-CAA TGA TRT GGC 
TCA TGT AGT CC-3' avec la KOD hot start Polymerase (Novagen). Apres les 35 
cycles thermiques (15 sec de denaturation a 95°C, 30 sec d'hybridation a 60°C et 

30 2 min d'elongation a 68°C), le fragment amplifie de 537 pb a ete clone dans le 
vecteur pCR-Blunt II TOPO (Invitrogen, Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit) puis 
sequence. 

La sequence de ce fragment a ete utilisee pour generer trois amorces 386-05, 
386-19 et 386-20 utilisees pour la prochaine PCR et le 3'-RACE. 

35 

2 ul des ADNc obtenus precedemment ont ete amplifies par PCR en presence 
d'une amorce sens 386-07 de sequence SEQ ID N°22 5'-ATG GTT GAG CGC 
GCC AGC AAG TTC G-3' et de I'amorce anti-sens 386-05 de sequence SEQ ID 
N°23 5'-GGT TAT TGG CCA GGT TGT AGG GGC-3' avec la KOD hot start 
40 Polymerase (Novagen). Apres les 30 cycles thermiques (15 sec de denaturation a 
95°C, 30 sec d'hybridation a 60°C et 1 min d'elongation a 68°C), le fragment 
amplifie de 718 pb a ete clone dans le vecteur pCR-Blunt II TOPO (Invitrogen, 
Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit) puis sequence. 

La sequence de ce fragment a ete utilisee pour generer deux amorces 386-24, 
45 386-26 utilisees pour le 5'-RACE. 

Dans le cadre du 3'-RACE, 1 pi d'ARN porcin de.foie a ete reverse transcript en 
ADNc d'apres le protocole du kit First Strand Synthesis Sytem de Invitrogen, en 
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utilisant comme amorce I'oligodT CDS-C de sequence SEQ ID N°24 5'-ATT CTA 
GAG GCC GAG GCG GCC GAC ATG T 30 VC-3\ 

La region 3' du gene codant pour la 6-OST a ete ensuite amplifie par 2 PCR 
5 successives. La premiere PCR a ete realisee sur 2 pl d'ADNc, obtenu 
precedemment, avec I'amorce sens 386-19 de sequence SEQ ID N°25 5'-GGA 
CCT CTT CCA GCA GCG-3' et I'amorce anti-sens CDS-C avec I'Advantage 2 
polymerase micx (Clontech). 24 cycles thermiques ont ete appliques (7 sec de 
denaturation a 98°C, 10 sec d'hybridation a 62°C et 2 min d'elongation a 68°C) 

10 Une seconde PCR a ensuite ete realisee sur 2 pi de produit issu de la premiere 
PCR en utilisant I'amorce sens 386-20 de sequence SEQ ID N°26 5'-GCT ATC 
AGT ACA AGC GGC AGC -3' et I'amorce anti-sens CDS-C. Apres les 30 cycles 
thermiques (7 sec de denaturation a 95°C, 10 sec d'hybridation a 62°C et 2 min 
d'elongation a 68°C), le fragment amplifie de 300 pb a ete clone dans le vecteur 

15 pCR-Blunt II TOPO (Invitrogen, Zero Blunt TOPO PCR Cloning kit) puis sequence. 
Cette experience a permis d'identifier la region 3' codante pour la 6-OST et 
environ 32 pb de la region non codante. 

Dans le cadre du 5'-RACE, 2 pi d'ARN porcin de foie a ete reverse transcript en 
20 ADNc d'apres le protocole du kit First Strand Synthesis Sytem de Invitrogen, en 
utilisant comme amorce ['oligonucleotide 386-28 de sequence SEQ ID N°27 5'- 
CCA GGC TCA GCC CCG G-3'. 

^oligonucleotide okib57 phosphoryle de sequence_SEQ ID N°28 5'-p GTA GGA 
ATT CGG GTT GTA GGG AGG TCG ACA TTG CC-3' a ete greffe en 5' de I'ADNc 
25 par ligation (RNA ligase, Roche). 

La region 5' du gene codant pour la 6-OST a ete ensuite amplifiee par 2 PCR 
successives. La premiere PCR a ete realisee sur 2 pi d'ADNc greffe, avec 
Tamorce sens okib58 de sequence SEQ ID N°29 5-GGC AAT GTC GAC CTC 

30 CCT ACA AC-3' s'hybridant sur I'amorce okib57 et I'amorce anti-sens 386-24 de 
sequence SEQ ID N°30_ 5'-TCA GCC CCG GGC CCG CG-3' d'apres le protocole 
du kit Adavantage 2 polymerase mix. 24 cycles thermiques ont ete appliques (10 
sec de denaturation a 98°C, 10 sec d'hybridation a 64°C et 2 min d'elongation a 
72°C). Une seconde PCR a ensuite ete realisee sur 0,5 pi de produit issu de la 

35 premiere PCR en utilisant I'amorce sens okib59 de sequence SEQ ID N°31_5- 
CTC CCT ACA AGC CGA ATT CCT AC-3' et I'amorce anti-sens 386-26 de 
sequence SEQ ID N°32_5'-GCC CGC GTA CTG GTA GAG G-3\ Apres les 40 
cycles thermiques (10 sec de denaturation a 98°C, 10 sec d'hybridation a 66°C et 
2 min d'elongation a 72°C), le fragment amplifie de 170 pb a ete sequence. Cette 

40 experience a permis d'identifier la region 5' codante pour la 6-OST et environ 14 
pb de la region non codante. 

Isolement de la phase codante complete du gene 6-OST porcin. 
Afin de doner la phase codante complete de la 6-OST porcine, une nouveiie 
45 experience de RT-PCR a ete realisee en utilisant les informations obtenues dans 
la premiere etape. 

La source d'ARN est la meme que dans I'etape precedente. 

2 pg d'ARN ont ete reverse transcript en ADNc d'apres le protocole du kit First 
Strand Synthesis Sytem, en utilisant comme amorce I'oligonucleotide dT CDSIII. 
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Le gene codant pour la 6-OST a ete ensuite amplifie par PCR en utilisant des 
amorces compatibles avec le systeme Gateway (Invitrogen) La PCR a ete realisee 
sur 2 ul d'ADNc avec une amorce sens 386-33 de sequence SEQ ID N°33_5'-GGG 
GAC AAG TTT GTA CAA AAA AGC AGG CTT AGG ACA ATG GTG ACA CAT 
5 GCG GCG GC-3' et une amorce anti-sens 386-34 de sequence SEQ ID N°34 5'- 
GGG GAC CAC TTT GTA CAA GAA AGC TGG GTC CTA CCA CTT CTC GAT 
GAT GTG GCT C-3'. 35 cycles thermiques ont ete appliques (5 sec de 
denaturation a 98°C, 20 sec d'hybridation a 66°C et 1 min 30 sec d'elongation a 
72°C) 

10 

Le produit PCR de 1 kb a ensuite ete clone d'apres la procedure du kit Gateway 
cloning technology, Invitrogen dans le vecteur episomal pE-IRES-neo2. La 
sequence du gene porcin a ete verifiee par sequencage. 

La sequence nucleotidique obtenue est la sequence SEQ ID N°6. La sequence 
15 proteique deduite est la sequence SEQ ID N°7. 

EXEMPLE 7: Transformation des liqnees selon IMnventio n par le gene c-kit 
porcin 

20 

Afin d'obtenir des mastocytes de pore dont la croissance serait independan.te du 
SCF a long terme, les mastocytes peuvent etre transformes avec le gene c-kit 
mute. 

25 Pour cela, on peut utiliser le gene c-kit preferentiellement porcin portant. une 
mutation ponctuelle responsable de la modification de la valine 556 en glycine 
(gene note c-kit G556 ), cette mutation est analogue aux mutants c-kit chez la 
souris et c-kit G560 chez I'homme. Alternativement, on peut aussi utiliser le gene c- 
kit delete au niveau des acides amines TQLPYDH 570 a 576, chez la souris cette 

30 deletion est analogue aux acides amines 573 a. 579, chez I'homme 574-580. De 
meme, du fait de la conservation inter espece du gene c-kit, les genes murins, 
humains, bovins ou tout autre gene possedant au moins 80 % d'homologie avec le 
gene porcin peuvent etre utilises. Dans ce cas, il est alors aussi possible d'utiliser 
une mutation ponctuelle responsable de la modification de I'acide aspartique en 

35 valine 814 ou 816 respectivement chez la souris et chez I'homme. 

Les mastocytes sont transfectes par une des methodes decrites dans I'exemple 4, 
preferentiellement la nucleoporation, avec un vecteur integratif dans lequel la 
phase codante du gene c-kit mute est clone sous le controle d'un promoteur fort 
40 viral (CMV, RSV) ou cellulaire (EF1a). En plus du gene c-kit mute, ce vecteur peut 
etre aussi porteur d'un gene codant pour une resistance a un antibiotique 
(geneticine, hygromycine, puromycine, etc) 

48 heures apres la transfection, les cellules sont comptees, centrifugees et 
45 ensemencees a 2.1 0 5 C/ml dans le milieu de culture complet supplements avec 
I'antibiotique de selection. Les cellules sont cultivees en presence de selection 
pendant 2 a 3 semaines ce qui permet d'eliminer les cellules qui ne sont pas 
transferees de maniere stable. Apres cette periode de selection, les cellules sont 
amplifiees. 
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Les cellules sont alors analysees genetiquement par PCR et RT-PCR afin de 
verifier ('integration du gene c-kit mute et son expression. L'independance de ces 
cellules vis a vis du SCF est mise en evidence par la comparaison de la 
5 croissance des cellules transferees avec le gene c-kit mute dans un milieu sans 
SCF avec la croissance des cellules transferees avec le vecteur vide dans un 
milieu avec et sans SCF. 

Une variante a ce protocole consiste a utiliser un vecteur portant seulement le 
10 gene c-kit mute. Dans ce cas, les cellules sont selectionnees 48 heures apres la 
transfection sans utilisation d'agent de selection mais en ensemengant les cellules 
a 2.10 5 C/ml dans un milieu depourvu de SCF. Les cellules non transferees ne 
sont pas capables de croTtre dans un milieu depourvu en SCF contrairement aux 
cellules transferees. 

15 

EXEMPLE 8: Transfection des iignees selon ('invention par le gene 3QST 
porcin. 

Afin d'augmenter I'activite biologique des composes de type heparine issus des 
20 cultures de mastocytes, il est possible de surexprimer de fagon stable le gene 
codant pour la 3-OST-1 (3 O-sulfatase-1) 

Pour cela, on peut utiliser le gene porcin. Alternativement, il est possible d'utiiiser 
des genes d'autres especes codant pour ('expression de I'activite 3-0 Sulfatase et 
presentant au moins 80% d'homologie avec le gene porcin notamment la 3-OST-1 
25 murine. 

Les mastocytes sont transfectes par la methode de nucleoporation decrite dans 
Pexemple 4, avec un plasmide integratif dans lequel la phase codante du gene 3- 
OST a ete donee sous le controle d'un promoteur fort viral (CMV, RSV) ou 
30 cellulaire (EF1a) En plus du gene 3-OST, ce plasmide porte un gene codant pour 
une resistance a un antibiotique (geneticine, hygromycine, puromycine, etc). 

48 heures apres la transfection, les cellules sont comptees, centrifugees et 
ensemencees a 2.1 0 5 C/ml dans le milieu de culture complet supplements avec 
35 Pantibiotique de selection. Les cellules sont cultivees en presence de selection 
pendant 2 a 3 semaines ce qui permet d'eliminer les cellules qui ne sont 
pastransfectees de maniere stable. Apres cette periode de selection, les cellules 
sont amplifiees. 

40 Ces cellules sont analysees genetiquement par PCR et RT-PCR afin de verifier 
I'integration du gene c-kit mute et son expression. 

La fonctionnalite de la 3-OST est mise en evidence par des analyses HPLC de 
Pheparine produite par les mastocytes comparativement avec celle produite par 
ies mastocytes non transfectes. Des analyses de I'activite biologique du produit 
45 permettent de confirmer ('augmentation de I'activite biologique vis a vis du facteur 
Xa et lla . 
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Tableau 4 : Profil disaccharidique en cours de culture (JO a J10) condition de 
culture C1 



% 

Disaccharides 


J0/C1 


J4/C1 


J7/C1 


J10/C1 


reference 


IV-a 


J 4,8 


4,4 


4,8 


4,9 


5,4 


IV-s 


' 5,7 


7,2 


6,8 


6,6 


3,6 


ll-a 




6,3 . 


5,9 


5,6 


4,0 


lll-a 




0;5 . 




0,9 


1,2 
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i7,i r i.j 


17,1 


16,6 


16,7 


10,8 


Ills 


7,3 


7,4 
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9,2 


6,4 


I -a 


0,4 


0,5 || 


, 0,7 


Q>7 


1,4 












57,0 


l-s 


59,2 


56,6 


55,9 


55,4 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'obtention de cultures ou de lignees de mastocytes comprenant 
la mise en culture d'une population de cellules souches de moelle osseuse 
de jeunes pores ou de fcetus, dans un milieu comprenant au moins environ 
0,2 ng/mi d'IL-3, au moins environ 8 ng/ml de SCF et au moins environ 0,1 
ng/ml d'IL-4, 10 ng/ml d'IL-6 et/ou 1 ng/ml de G-CSF. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les pores ont entre 
environ 2 jours et environ 6 semaines. 

3. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les cellules sont 
maintenues dans le milieu pendant au moins environ 30 jours. 

4. Culture ou lignee de mastocytes porcins susceptible d'etre obtenue par un 
procede selon Tune des revendications 1 a 3. 

5. Culture ou lignee de mastocytes porcins caracterisee en ce qu'elle produit 
des molecules de type heparine dans lesquelles les quantites en 
disacharides Is sont superieures aux quantites en disacharides lis, les 
quantites en disacharides lis sont superieures aux quantites en 
disacharides Ills, et les quantites en disacharides Ills sont superieures aux 
quantites en disacharides IVs, 

6. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant des rapports entre les disacharides Is, lis, Ills et IVs proches de 
ceux de I'heparine. 

7. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
comprenant au moins 30% de disacharides Is. 

8. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant un rapport entre les disacharides lis et Ills proche de celui de 
I'heparine. 

9. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant un rapport entre les disacharides lis et Ills compris entre 0,5 et 
5. 

10. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit, au moins 0,1 pg de molecules de type 
heparine/10 6 cellules. 

11. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
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REVENDICATIONS 

1. Procede d'obtention de cultures ou de lignees de mastocytes 
comprenant la mise en culture d'une population de cellules souches de 
moelle osseuse de jeunes pores ou de foetus, dans un milieu 
comprenant au moins environ 0,2 ng/ml d'IL-3, au moins environ 8 
ng/ml de SCF et au moins environ 0,1 ng/ml d'IL-4, 10 ng/ml d'IL-6 
et/ou 1 ng/ml de G-CSF. 

2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les pores ont 
entre environ 2 jours et environ 6 semaines. 

3. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que les cellules 
sont maintenues dans le milieu pendant au moins environ 30 jours. 

4. Culture ou lignee de mastocytes porcins susceptible d'etre obtenue par 
un procede selon Tune des revendications 1 a 3. 

5. Culture ou lignee de mastocytes porcins susceptible d'etre obtenue par 
le procede selon Tune des revendications 1 a 3 caracterisee en ce 
qu'elle produit des molecules de type heparine dans lesquelles les 
quantites en disacharides Is sont superieures aux quantites en 
disacharides lis, les quantites en disacharides lis sont superieures aux 
quantites en disacharides Ills, et les quantites en disacharides Ills sont 
superieures aux quantites en disacharides IVs, 

6. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant des rapports entre les disacharides Is, lis, Ills et IVs 
proches de ceux de I'heparine. 

7. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
comprenant au moins 30% de disacharides Is. 

8. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant un rapport entre les disacharides lis et Ills proche de celui 
de I'heparine. 

9. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant un rapport entre les disacharides Ms et Ills compris entre 
1,3 et 1,9. 
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presentant un rapport entre les disacharides Is et lis compris entre environ 
3 et 8. 

12. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant une activite anti-Xa superieure a au moins 10 Ul/mg. 

13. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant une activite anti Ha superieure a au moins 10 Ul/mg. 

14. Lignee de mastocytes porcins deposee aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'Institut Pasteur le 09 Avril 2003 sous le n° 1-3010 

15. Lignee de mastocytes porcins deposee aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'Institut Pasteur le 09 Avril 2003 sous le n° 1-301 1 

16. Lignee de mastocytes porcins deposee aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'Institut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° 1-3012 

17. Lignee de mastocytes porcins deposee aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'Institut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° l>3013. 

18. Lignee de mastocytes porcins deposee aupres de la Collection de Cultures 
de Microorganismes de I'Institut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° 1-3014 

19. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 8 caracterisee en ce 
qu'elle est comprend un acide nucleique codant une 
proteineimmortalisante. 

20. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 8 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un acide nucleique codant le c-kit. 

21. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un acide nucleique codant I'antigene T. 

22. Culture ou lignee selon I'une des revendications 5 a 13 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un acide nucleique codant une enzyme agissant sur la 
sulfatation des de molecules de type heparine. 

23. Culture ou lignee selon I'une des revendications 5 a 13 caracterisee en ce 
qu'elle comprend un acide nucleique codant une 3-OST. 

24. Procede de production de molecules de type heparine comprenant la mise 
en culture de cultures ou lignees de mastocytes porcins selon I'une des 
revendications 1a 23. 

25. Procede de production de molecules de type heparine comprenant la mise 
en culture, dans un milieu adapte, de cultures ou lignees de mastocytes 
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10. Culture ou lignee de mastocytes porcins seion la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit, au moins 0,1 M9 de molecules de 
type heparine/10 6 cellules. 

11. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant un rapport entre les disacharides Is et lis compris entre 
environ 3 et 8. 

12. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecules de type heparine 
presentant une activite anti-Xa superieure a au moins 10 Ul/mg. 

13. Culture ou lignee de mastocytes porcins selon la revendication 5 
caracterisee en ce qu'elle produit des molecujes de type heparine 
presentant une activite anti lla superieure a au moins 10 Ul/mg. 

14. Lignee de mastocytes porcins obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 3 deposee aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de I'lnstitut Pasteur le 09 Avril 2003 sous le n° 1-3010 

15. Lignee de mastocytes porcins obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 3 deposee aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de I'lnstitut Pasteur le 09 Avril 2003 sous le n° 1-301 1 

16. Lignee de mastocytes porcins obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 3 deposee aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de I'lnstitut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° 1-3012 

17. Lignee de mastocytes porcins obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 3 deposee aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de I'lnstitut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° I- 
3013. 

18. Lignee de mastocytes porcins obtenue par le procede selon Tune des 
revendications 1 a 3 deposee aupres de la Collection de Cultures de 
Microorganismes de I'lnstitut Pasteur le 09 avril 2003 sous le n° 1-3014 

19. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle est comprend un acide nucleique codant une proteine 
immortalisante. 

20. Culture ou lignee selon I'une des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle comprend un acide nucleique codant le c-kit 
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porcins dans un milieu de culture comprenant au moins environ 0,1 ng/ml 
d'IL-4. 

26. Procede de production de molecules de type heparine comprenant 
5 I'obtention de cultures ou lignees de mastocytes porcins surexprimant !'IL4, 

et la mise en culture des ces cellules dans un milieu de culture adapte. 

27. Procede de production de molecules de type heparine comprenant 
Pobtention de cultures ou lignees de mastocytes porcins transfectes par un 

10 acide nucleique codant pour I1L4, et la mise en culture des ces cellules 

dans un milieu de culture adapte. 

28. Proteine d'origine porcine de type c-kit caracterisee en ce qu'elle presente 
une extremite C-terminale ayant la sequence SEQ ID N°3. 

15 

29. Proteine selon la revendication 28 caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence presentant une identite d'au moins 99% avec la sequence SEQ 
ID N°2. 

20 30. Acide nucleique comprenant une sequence codant une proteine selon 

Tune des revendications 28 et 29. 

31. Acide nucleique selon la revendication 30 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence presentant une identite d'au moins 99% avec la sequence 

25 SEQ ID N°1. 

32. Proteine d'origine porcine presentant une activite 3 -O-sulfatase. 

33. Proteine selon la revendication 32 caracterisee en ce qu'elle comprend une 
30 sequence presentant une identite d'au moins 95% avec la sequence SEQ 

ID N°4. 

34. Acide nucleique comprenant une sequence codant une proteine selon 
Tune des revendications 32 et 33. 

35 

35. Acide nucleique selon la revendication 34 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence presentant une identite d'au moins 95% avec la sequence 
SEQIDN°5. 

40 36. Proteine d'origine porcine presentant une activite 6 -O-sulfatase. 

37. Proteine selon la revendication 36 caracterisee en ce qu'elle comprend une 
sequence presentant une identite d'au moins 90% avec la sequence SEQ 
ID N°6. 

45 

38. Acide nucleique comprenant une sequence codant une proteine selon 
Tune des revendications 36 et 37. 
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21. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle comprend un acide nucleique codant I'antigene T. 

22. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle comprend un acide nucleique codant une enzyme agissant 
sur la sulfatation des molecules de type heparine. 

23. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle comprend un acide nucleique codant une 3-OST. 

24. Precede de production de molecules de type heparine comprenant la 
mise en culture de cultures ou lignees de mastocytes porcins selon 
Tune des revendications 4 a 23, ou obtenues selon Tune des 
revendications 1 a 3. 

25. Precede de production de molecules de type heparine comprenant la 
mise en culture, dans un milieu adapte, de cultures ou lignees de 
mastocytes porcins dans un milieu de culture comprenant au moins 
environ 0,1 ng/ml d'IL-4. 

26. Precede de production de molecules de type heparine comprenant 
I'obtention de cultures ou lignees de mastocytes porcins surexprimant 
NL4, et la mise en culture des ces cellules dans un milieu de culture 
adapte. 

27. Precede de production de molecules de type heparine comprenant 
I'obtention de cultures ou lignees de mastocytes porcins transfectes 
par un acide nucleique codant pour l'IL4, et la mise en culture des r ces 
cellules dans un milieu de culture adapte. 

28. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle exprime une proteine d'origine porcine de type c-kit. 

29. Culture ou lignee selon la revendication 28 caracterisee en ce que la 
proteine d'origine porcine de type c-kit presente une extremite C- 
terminale ayant la sequence SEQ ID N°3. 

30. Culture ou lignee selon la revendication 28 caracterisee en ce que la 
proteine d'origine porcine presente une identite d'au moins 99% avec 
la sequence SEQ ID N°2. 

31. Culture ou lignee selon Tune des revendications 5 a 13 caracterisee en 
ce qu'elle exprime une proteine d'origine porcine presentant une 
activite 3 -Osulfatase. 
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39. Acide nucleique selon la revendication 38 caracterise en ce qu'il comprend 
une sequence presentant une identite d'au moins 95% avec la sequence 
SEQ ID N°7. 

40. Cellule comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 30, 
31, 34, 35, 38 et 39. 

41. Cellule exprimant une proteine selon Tune des revendications 28, 29, 32, 
33, 36 et 37. 
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32 Culture ou lignee selon la revendication 31 caracterisee en ce que la 
proteine d'origine porcine presente une identite d'au moms 95 / 0 avec 
la sequence SEQ ID N°4. 

33 Culture ou lignee selon I'une des revendications 5 a 1 3 caracterisee en 
ce qu'elle exprime une proteine d'origine porcine presentant une 
activite 6 -O-sulfatase. 

34 Culture ou lignee selon la revendication 33 caracterisee en ce que la 
proteine d'origine porcine presente une identite d'au moins 90% avec 
la sequence SEQ ID N°6. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> AVENTIS PHARMA SA 



<120> Procede d'obtention de lignees de mastocytes 



<130> MASTOCYTES 

<140> 
<141> 



<160> 34' 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 3952 
<212> ADN 
<213> Sus scrofa 

<220> 
<221> CDS 

<222> (118) . . (3036) 



<400> 1 

attgggccga cgtcgcatgc tcccggccgg ccgccatntc ngccgcggga aattcgattg 60 

gaattcctcg agagcaggaa cgtggaaagg agctccggtc ccagagcagc caccgcg 117 

atg aga ggc get cgc cgc gec tgg gat ttt etc ttc gtc ctg cag etc 165 
Met Arg Gly Ala Arg Arg Ala Trp Asp Phe Leu Phe Val Leu Gin Leu 
15 10 15 

ttg ctt cgc gtc cag aca ggc tct tct cag cca tct gtg agt cca gag 213 
Leu Leu Arg Val Gin Thr Gly Ser Ser Gin Pro Ser. Val Ser Pro Glu 
20 25 30 

gaa ctg tct cca cca tec ate cag cca gca aaa tea gag tta ate gtc 
Glu Leu Ser Pro Pro Ser lie Gin Pro Ala Lys Ser Glu Leu lie Val 
35 40 45 

agt get ggc gat gag att agg ctg ttc tgc ace gat cca gga tct gtc 
Ser Ala Gly Asp Glu He Arg Leu Phe Cys Thr Asp Pro Gly Ser Val 
50 55 60 

aaa tgg act ttt gag acc ctg ggt cag ctg agt gag aat act cac gca 3 57 
Lys Trp Thr Phe Glu Thr Leu Gly Gin Leu Ser Glu Asn Thr His Ala 
65 70 75 80 



261 



309 
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gag tgg ate gtg gag aaa gca gag gec atg aat aca ggc aat tat aca 405 

Glu Trp lie Val Glu Lys Ala Glu Ala Met Asn Thr Gly Asn Tyr Thr 
85 90 95 

tgc acc aat gaa ggc ggt tta age agt tec att tat gtg ttt gtt aga 453 

Cys Thr Asn Glu Gly Gly Leu Ser Ser Ser lie Tyr Val Phe Val Arg 

100 105 110 

gat cct gag aag ctt ttc etc gtc gac cct ccc ttg tat ggg aag gag 501 

Asp Pro Glu Lys Leu Phe Leu Val Asp Pro Pro Leu Tyr Gly Lys Glu 
115 120 125 

gac aat gac gcg ctg gtc cgc tgt cct ctg acg gac cca gag gtg acc 549 

Asp Asn Asp Ala Leu Val Arg Cys Pro Leu Thr Asp Pro Glu Val Thr 
130 135 140 

aat tac tec etc acg ggc tgc gag ggg aaa ccc ctt ccc aag gat ttg 597 

Asn Tyr Ser Leu Thr Gly Cys Glu Gly Lys Pro Leu Pro Lys Asp Leu 

145 150 155 160 

acc ttc gtt gca gac ccc aag gec ggc ate acc ate aaa aat gtg aag 645 

Thr Phe Val Ala Asp Pro Lys Ala Gly He Thr He Lys Asn Val Lys 
165 170 175 

cgc gag tat cat egg ctg .tgt eta cac tgc tec gee aac cag ggg ggc 693 

Arg Glu Tyr His Arg Leu Cys Leu His Cys Ser Ala Asn Gin Gly Gly 

180 185 190 

aag tec gtg ctg teg aag aaa ttc acc ctg aaa gtg agg gca gee ate 741 

Lys Ser Val Leu Ser Lys Lys Phe Thr Leu Lys Val Arg Ala Ala He 
195 200 205 

aga get gta cct gtt gtg get gtg tec aaa gca age tac ctt etc agg 789 

Arg Ala Val Pro Val Val Ala Val Ser Lys Ala Ser Tyr Leu Leu Arg 
210 215 220 

gaa ggg gag gaa ttt gec gtg atg tgc ttg ate aaa gac gtg tct agt 837 

Glu Gly Glu Glu Phe Ala Val Met Cys Leu He Lys Asp Val Ser Ser 

225 230 235 240 

tec gtg gac tec atg tgg ate agg gag aac age cag act aaa gca cag 885 

Ser Val Asp Ser Met Trp He Arg Glu Asn Ser Gin Thr Lys Ala Gin 
245 250 255 

gtg aag agg aat age tgg cat cag ggt gac ttc aat ttt ctg egg cag 933 

Val Lys Arg Asn Ser Trp His Gin Gly Asp Phe Asn Phe Leu Arg Gin 

260 265 270 
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ttc cca gag ccc acc ate gat tgg tat ttc tgt cca ggc ace gag cag 
Phe Pro Glu Pro Thr lie Asp Trp Tyr Phe Cys Pro Gly Thr Glu Gin 
435 440 445 

aga tgt tec gtt ccc gtt ggg cca gtg gac gtg cag. ate caa aac tea 
Arg Cys Ser Val Pro Val Gly Pro Val Asp Val Gin lie Gin Asn Ser 
450 455 460 



1029 



1077 



gaa agg ctg aca ate age tea gca aga gtt aat gat tct ggc gtg ttc 9 81 
Glu Arg Leu Thr He Ser Ser Ala Arg Val Asn Asp Ser Gly Val Phe 
275 280 285 

atg tgt tac gee aat aat act ttt gga tct gca aat gtc aca acc acc 
Met Cys Tyr Ala Asn Asn Thr Phe Gly Ser Ala Asn Val Thr Thr Thr 
290 295 300 

tta gaa gta gta gat aaa gga ttc att aat ate ttc cct atg atg aat 
Leu Glu Val Val Asp Lys Gly Phe He Asn He Phe Pro Met Met Asn 
305 310 315 320 

acc act gtg ttt gta aac gat gga gag gat gtg gat eta att gtt gag 1125 
Thr Thr Val Phe Val Asn Asp Gly Glu Asp Val Asp Leu He Val Glu 
325 330 335 

tac gag gcg tac ccc aaa cct gaa cac cga cag tgg ata tat atg aac 1173 
Tyr Glu Ala Tyr Pro Lys Pro Glu His Arg Gin Trp He Tyr Met Asn 
340 345 350 

cgc act gec act gataag tgg gag gat tat ccc aag tct gag aat gaa 1221 
Arg Thr Ala Thr Asp Lys Trp Glu Asp Tyr Pro Lys Ser Glu Asn Glu 
355 360 365 

agt aac ate aga tat gta agt gaa ctt cac ttg acc aga tta aaa ggg 1269 
Ser Asn He Arg Tyr Val Ser Glu Leu His Leu Thr Arg Leu Lys Gly 
370 375 380 

acc gaa gga ggc act tac aca ttt etc gtg tec aat get gat gtc aat 1317 
Thr Glu Gly Gly Thr Tyr Thr Phe Leu Val Ser Asn Ala Asp Val Asn 
385 390 395 400 

tct tct gtg aca ttt aat gtt tac gtg aac aca aaa cca gaa ate ctg 1365 
Ser Ser Val Thr Phe Asn Val Tyr Val Asn Thr Lys Pro Glu He Leu 
405 410 415 

act cat gac agg etc atg aac ggc atg etc cag tgt gtg gcg gca ggc 1413 
Thr His Asp Arg Leu Met Asn Gly Met Leu Gin Cys Val Ala Ala Gly 
420 425 430 
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tct gta tea ccg ttt gga aaa eta gtg att cac age tec att gat tac 1557 

Ser Val Ser Pro Phe Gly Lys Leu Val lie His Ser Ser lie Asp Tyr 

465 470 475 480 

agt gca ttc aaa cac aac ggc acg gtg gag tgc agg get tac aac gat 1605 

Ser Ala Phe Lys His Asn Gly Thr Val Glu Cys Arg Ala Tyr Asn Asp 
485 490 495 

gtg ggc aag agt tct gec ttt ttt aac ttt gca ttt aaa gaa caa ate 1653 

Val Gly Lys Ser Ser Ala Phe Phe Asn Phe Ala Phe Lys Glu Gin lie 
500 505 510 

cat gec cac acc etc ttc acg cct ttg ctg att ggt ttt gtg ate gca 1701 

His Ala His Thr Leu Phe Thr Pro Leu Leu lie Gly Phe Val lie Ala 

515 520 525 

gcg ggt atg atg tgt ate ate gtg atg att etc acc tat aaa tat eta 1749 

Ala Gly Met Met Cys lie He Val Met He Leu Thr Tyr Lys Tyr Leu 

530 535 540 

cag aag ccc atg tat gaa gta cag tgg aag gtt gtc gag gag ata aat 1797 

Gin Lys Pro Met Tyr Glu Val Gin Trp Lys Val Val Glu Glu He Asn 

545 550 555 560 

gga aac aat tat gtc tac ata gac cca acg caa ctt cct tat gat cac 184 5 

Gly Asn Asn Tyr Val Tyr He Asp Pro Thr Gin Leu Pro Tyr Asp His 
565 570 575 

aaa tgg gaa ttt ccc agg aac agg ctg agt ttt ggc aaa acc ttg ggt 1893 

Lys Trp Glu Phe Pro Arg Asn Arg Leu Ser Phe Gly Lys Thr Leu Gly 
580 585 590 

get ggc gee ttc ggg aaa gtc gtt gag gec act gca tac ggc tta att 1941 

Ala Gly Ala Phe Gly Lys Val Val Glu Ala Thr Ala Tyr Gly Leu He 

595 600 605 

aag tea gat gcg gec atg acc gtt gee gtg aag atg etc aaa cca agt 1989 

Lys Ser Asp Ala Ala Met Thr Val Ala Val Lys Met Leu Lys Pro Ser 

610 615 620 

gee cat tta acg gaa cga gaa gec ctg atg tct gaa etc aaa gtc tta 2037 

Ala His Leu Thr Glu Arg Giu Ala Leu Met Ser Glu Leu Lys Val Leu 

625 630 635 640 

agt tac etc ggt aat cac atg aat att gtg aat ctt etc ggc gee tgc 2085 

Ser Tyr Leu Gly Asn His Met Asn He Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys 
645 650 655 
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660 665 

aat etc etfl aat ttt ttg aga egg aaa cgt gat teg ttt att tge tea 
Z T,l Leu Asn Phe Leu Arg Arg Lys A rg Asp Ser Phe He Cys Ser 
675 680 

aag eag gaa gat eac gea gaa geg geg ett tat aag aac ett etg eat 
Z Gin Glu Lp His Ma Glu Ma Ala Leu Tyr Lys Asn Leu Leu Hxs 



690 



tea aag gag tet tee tge agt gae agt aet aae gag tae atg gae atg 
Ser Z Oil Ser Ser Cys Ser Asp Ser Thr Asn Glu Tyr Met Asp Met 



705 



710 715 



aaa eee gga gtg tet tat gtg gta eea aee aag gea gae aaa agg aga 
Zs Pro Gly Val Ser Tyr Val Val Pro Thr Lys Ala Asp Lys Arg Arg 



725 730 



tet geg aga ata gge tea tae ata gaa ega gat gtg act eet gee ate 
Ser Ala Arg He Gly Ser Tyr He Glu Arg Asp Val Thr Pro Ala Xle 
740 745 750 

atg gaa gat gat gag ttg gee eta gae etg gag gae ttg etc age ttt 
Met Glu Asp Asp Glu Leu Ala Leu Asp Leu Glu Asp Leu Leu Ser Phe 
755 7 *0 765 

tet tae eaa gtg gea aag gge atg gee tte etc gee teg aag aat tgt 
Ser Tyr Gin Val Ala Lys Gly Met Ala Phe Leu Ala Ser Lys Asn Cys 

775 780 



att cac aga gae ttg geg gee aga aat ate etc ett aet eat ggt ega 
He His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn He Leu Leu Thr His Gly Arg 

ate aea aag att tgt gat ttt ggt eta gee aga gae ate aag aat gat 
lie Thr Lys He Cys Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp He Lys Asn Asp 

810 81b 



2133 



2181 



2229 



2277 



2325 



2373 



2421 



2469 



2517 



2565 



tet aat tae gtg gte aaa gga aae get egg eta eee gtg aag tgg atg 
Ser Asn Tyr Val Val Lys Gly Asn Ala Arg Leu Pro Val Lys Trp Met 

oo tr 83 0 



820 825 



gea ccc gag age att ttc aac tgt gtc tac aca ttt gaa age gat gtc 
Ala Pro Glu Ser He Phe Asn Cys Val Tyr Thr Phe Glu Ser Asp Val 

RAH 845 



2613 



2661 



835 840 
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tgg tec tat ggg att ttt ctg tgg gag etc ttc tct tta ggg age age 2709 
Trp Ser Tyr Gly lie Phe Leu Trp Glu Leu Phe Ser Leu Gly Ser Ser 
850 855 860 

ccc tac cct gga atg cca gtt gat tct aaa ttc tac aag atg ate aag 2757 
Pro Tyr Pro Gly Met Pro Val Asp Ser Lys Phe Tyr Lys Met lie Lys 
865 870 875 880 

gag ggt ttc cga atg etc agt cct gag cat gca cct gcg gaa atg tat 2 805 
Glu Gly Phe Arg Met Leu Ser Pro Glu His Ala Pro Ala Glu Met Tyr 
885 890 895 

gac ate atg aag act tgc tgg gat gcg gat ccc etc aaa aga cca acg 2 853 
Asp lie Met Lys Thr Cys Trp Asp Ala Asp Pro Leu Lys Arg Pro Thr 
900 905 910 

ttt aag cag att gtg cag ctg att gag aag cag att teg gag age acc 2901 
Phe Lys Gin He Val Gin Leu He Glu Lys Gin He Ser Glu Ser Thr 
915 920 925 

aat cac att tat tec aac tta gcg aac tgc age ccc cac egg gag aac 2949 
Asn His He Tyr Ser Asn Leu Ala Asn Cys Ser Pro His Arg Glu Asn 
930 935 940 

ccc gcg gtg gat cat tct gtg egg ate aac tec gtg ggc age agt gec 2997 
Pro Ala Val Asp His Ser Val Arg He Asn Ser Val Gly Ser Ser Ala 
945 950 955 960 

tec tec acg cag ccg ctg ctt gtc cac gaa gac gtc tga agcagaatgg 3046 
Ser Ser Thr Gin Pro Leu Leu Val His Glu Asp Val 
965 970 

gtgtccgggg tggggggtgg gggggctcct cccccacagc accggcctac tgecattett 3106 

tttggttttc ataatggtta ttttgtttcc cttcaaettg caGcctactc cagggtagtg 3166 

gatgctccgc tgtaatcctc tttacgagca cactttagtg gecaatgatt tttgtcatca 3226 

getgecattg agctgtatat gttcccaata gcacgctagc ccccattaac ggagagcatt 3286 

cagacttagg gaagaggagg gtaggacggg ctggacaccc caggtccttg acaagtcttc 3346 

tccagtttct gtccaataag tgctgtaatg gtttatttga gcacctggct gtcgtcacct 3406 

ccggtccttg tcatcatctg taacaatatg atgatgatga tgccagaacc taatcccttg 3466 

atgtggaaaa taggatgtta atcaaacaaa gggcagaaag aagcctgtga ctatctgggc 3 52 6 
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tcgagaagtc aagtatttca tgctgggagt aagacgtaag ccatggaaaa atgctctccg 3586 
gg catgaata aggctgctgg ccatgagcct tttfotcot gacctggttt ntaagtagtt 3646 
tgttattagg gagctggatc ggagggaagg cttctgcctg cattttgtat atactcatct 3706 
ataaattgtt catgttcaca tatttgaggg gggaaaaccc gcaaggtgta gtttctggat 3766 
acaatcctgg ctcgagtctg ctgcgtgtag aaatagctga agagccagac acgtttgaag 3826 
gaaacagtgc tttttttaag aaaaaaaaaa aaaaaagtcg acatcgatac gcgtggtcaa 3886 
tcactagtga attcgcggcc gcctgcaggt cgaccanaag gagagctccc aacgcgtgga 3946 

3952 

gcaagc 



<210> 2 
<211> 972 
<212> PRT 
<213> Sus scrofa 

<400> 2 

Met Arg Gly Ala Arg Arg Ala Trp Asp Phe Leu Phe Val Leu Gin Leu 
! ' 5 10 15 

L eu Leu Arg Val Gin Thr Gly Ser Ser Gin Pro Ser Val Ser Pro Glu 
20 25 30 

Glu Leu Ser Pro Pro Ser He Gin Pro Ala Lys Ser Glu Leu He Val 
35 40 45 

Ser Ala Gly Asp Glu He Arg Leu Phe Cys Thr Asp Pro Gly Ser Val 
50 55 60 

Lys Trp Thr Phe Glu Thr Leu Gly Gin Leu Ser Glu Asn Thr His Ala 



65 



70 75 80 



Glu Trp He Val Glu Lys Ala Glu Ala Met Asn Thr Gly Asn Tyr Thr 
85 90 95 

Cys Thr Asn Glu Gly Gly Leu Ser Ser Ser He Tyr Val Phe Val Arg 
100 105 HO 

Asp Pro Glu Lys Leu Phe Leu Val Asp Pro Pro Leu Tyr Gly Lys Glu 



115 



120 125 



1 er depot 



Asp Asn Asp Ala Leu Val Arg Cys Pro Leu Thr Asp Pro Glu Val Thr 
130 135 140 

Asn Tyr Ser Leu Thr Gly Cys Glu Gly Lys Pro Leu Pro Lys Asp Leu 
145 150 155 160 

Thr Phe Val Ala Asp Pro Lys Ala Gly He Thr lie Lys Asn Val Lys 
165 170 175 

Arg Glu Tyr His Arg Leu Cys Leu His Cys Ser Ala Asn Gin Gly Gly 
180 185 190 

Lys Ser Val Leu Ser Lys Lys Phe Thr Leu Lys Val Arg Ala Ala He 
195 200 205 

Arg Ala Val Pro Val Val Ala Val Ser Lys Ala Ser Tyr Leu Leu Arg 
210 215 220 

Glu Gly Glu Glu Phe Ala Val Met Cys Leu He Lys Asp Val Ser Ser 
225 230 235 240 

Ser Val Asp Ser Met Trp He Arg Glu Asn Ser Gin Thr Lys Ala Gin 
245 250 255 

Val Lys Arg Asn Ser Trp His Gin Gly Asp Phe Asn Phe Leu Arg Gin 
• 260 265 270 

Glu Arg Leu Thr He Ser Ser Ala Arg Val Asn Asp Ser Gly Val Phe 
275 280 285 

Met Cys Tyr Ala Asn Asn Thr Phe Gly Ser Ala Asn Val Thr Thr Thr 
290 295 300 

Leu Glu Val Val Asp Lys Gly Phe He Asn He Phe Pro Met Met Asn 
305 310 315 320 

Thr Thr Val Phe Val Asn Asp Gly Glu Asp Val Asp Leu He Val Glu 
325 330 335 

Tyr Glu Ala Tyr Pro Lys Pro Glu His Arg Gin Trp He Tyr Met Asn 
340 345 350 

Arg Thr Ala Thr Asp Lys Trp Glu Asp Tyr Pro Lys Ser Glu Asn Glu 
355 360 365 

Ser Asn He Arg Tyr Val Ser Glu Leu His Leu Thr Arg Leu Lys Gly 
370 375 380 
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Thr Glu Gly Gly Thr Tyr Thr Phe Leu Val Ser Asn Ala Asp Val Asn 



385 



390 



395 



Ser Ser Val Thr Phe Asn Val Tyr Val Asn Thr Lys Pro Glu lie Leu 
405 410 415 

Thr His Asp Arg Leu Met Asn Gly Met Leu Gin Cys Val Ala Ala Gly 
420 425 430 

Phe Pro Glu Pro Thr He Asp Trp Tyr Phe Cys Pro Gly Thr Glu Gin 
435 44 ° 445 

Arg Cys Ser Val Pro Val Gly Pro Val Asp Val Gin He Gin Asn Ser 

460 

Ser Val Ser Pro Phe Gly Lys Leu Val He His Ser Ser He Asp Tyr 

465 4 ™ 475 480 

Ser Ala Phe Lys His Asn Gly Thr Val Glu Cys Arg Ala Tyr Asn Asp 
485 4 9° 495 

Val Gly Lys Ser Ser Ala Phe Phe Asn Phe Ala Phe Lys Glu Gin He 
500 505 510 

His Ala His Thr Leu Phe Thr Pro Leu Leu He Gly Phe Val He Ala 



515 



520 525 



Ala Gly Met Met Cys He He Val Met He Leu Thr Tyr Lys Tyr Leu 



530 



535 540 



Gin Lys Pro Met Tyr Glu Val Gin Trp Lys Val Val Glu Glu He Asn 



545 



550 



555 



560 



Gly Asn Asn Tyr Val Tyr He Asp Pro Thr Gin Leu Pro Tyr Asp His 
565 570 575 



Lys Trp Glu Phe Pro Arg Asn Arg Leu Ser Phe Gly Lys Thr Leu Gly 
580 585 590 

Ala Gly Ala Phe Gly Lys Val Val Glu Ala Thr Ala Tyr Gly Leu He 



595 



600 605 



Lys Ser Asp Ala Ala Met Thr Val Ala Val Lys Met Leu Lys Pro Ser 
610 615 620 



Ala 
625 



His Leu Thr Glu Arg Glu Ala Leu Met Ser Glu Leu Lys Val Leu 



630 635 



640 
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Ser Tyr Leu Gly Asn His Met Asn He Val Asn Leu Leu Gly Ala Cys 
645 650 655 

Thr He Gly Gly Pro Thr Leu Val He Thr Glu Tyr Cys Cys Tyr Gly 
660 665 670 

Asp Leu Leu Asn Phe Leu Arg Arg Lys Arg Asp Ser Phe He Cys Ser 
675 680 685 

Lys Gin Glu Asp His Ala Glu Ala Ala Leu Tyr Lys Asn Leu Leu His 
690 695 700 

Ser Lys Glu Ser Ser Cys Ser Asp Ser Thr Asn Glu Tyr Met Asp Met 
705 710 715 720 

Lys Pro Gly Val Ser Tyr Val Val Pro Thr Lys Ala Asp Lys Arg Arg 
725 730 735 

Ser Ala Arg He Gly Ser Tyr He Glu Arg Asp Val Thr Pro Ala He 
740 745 750 

Met Glu Asp Asp Glu Leu Ala Leu Asp Leu Glu Asp Leu Leu Ser Phe 
755 760 765 

Ser Tyr Gin Val Ala Lys Gly Met Ala Phe Leu Ala Ser Lys Asn Cys 
770 775 780 

He His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn He Leu Leu Thr His Gly Arg 
785 790 795 800 

He Thr Lys He Cys Asp Phe Gly Leu Ala Arg Asp He Lys Asn Asp 
805 810 815 

Ser Asn Tyr Val Val Lys Gly Asn Ala Arg Leu Pro Val Lys Trp Met 
820 825 830 

Ala Pro Glu Ser He Phe Asn Cys Val Tyr Thr Phe Glu Ser Asp Val 
835 840 845 

Trp Ser Tyr Gly He Phe Leu Trp Glu Leu Phe Ser Leu Gly Ser Ser 
850 855 860 

Pro Tyr Pro Gly Met Pro Val Asp Ser Lys Phe Tyr Lys Met He Lys 
865 870 875 880 

Glu Gly Phe Arg Met Leu Ser Pro Glu His Ala Pro Ala Glu Met Tyr 
885 890 895 
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Asp He Met Lys 
900 

Phe Lys Gin He 
915 

Asn His He Tyr 
930 

Pro Ala Val Asp 
945 

Ser Ser Thr Gin 



Thr Cys Trp Asp 



Val Gin Leu He 
920 

Ser Asn Leu Ala 
935 

His Ser Val Arg 
950 

Pro Leu Leu Val 
965 



Ala Asp Pro Leu 
905 

Glu Lys Gin He 



Asn Cys Ser Pro 
940 

lie Asn Ser Val 
955 

His Glu Asp Val 
970 



Lys Arg Pro Thr 
910 

Ser Glu Ser Thr 
925 

His Arg Glu Asn 



Gly Ser Ser Ala 
960 



<210> 3 

<211> 8 

<212> PRT 

<213> Sus scrofa 

<400> 3 

pro Leu Leu Val His Glu Asp Val 
1 5 



<210> 4 
<211> 936 
<212> ADN 
<213> Sus scrofa 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (936) 

<400> 4 

atg gcc gcg ctg etc 

Met Ala Ala Leu Leu 
1 5 

ctg gtg cct tgc cgc 
Leu Val Pro Cys Arg 
20 

gag ctt gtg egg aaa 
Glu Leu Val Arg Lys 



ctg ggc gcg gtg 
Leu Gly Ala Val 



ccc gcc atg ccc 
Pro Ala Met Pro 
25 

gcg gcg acc etc 
Ala Ala Thr Leu 



atg ctg gtc ctt 
Met Leu Val Leu 
10 

ggg gcc ggg ccg 
Gly Ala Gly Pro 



cag gat gag gtc 
Gin Asp Glu Val 



cag etc cag 4 8 
Gin Leu Gin 
15 

age cag cag 9 6 
Ser Gin Gin 
30 

egg gac age 144 
Arg Asp Ser 
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35 

gcg gcc ccc 
Ala Ala Pro 
50 

ggc gtg cgc 
Gly Val Arg 
65 

cat ccc gac 
His Pro Asp 



gag gag cat 
Glu Glu His 



ttc tec tac 
Phe Ser Tyr 
115 

acg teg ccc 
Thr Ser Pro 
130 

egg ctg ctg 
Arg Leu Leu 
145 

tac acc caa 
Tyr Thr Gin 

tec ate gag 
Ser lie Glu 



aag gcc etc 
Lys Ala Leu 
195 

cgc ttc ttc 
Arg Phe Phe 
210 

ate agg gac 
lie Arg Asp 



aac ggc tec gtc 
Asn Gly Ser Val 
55 

aag ggc ggg acc 
Lys Gly Gly Thr 
70 

gtg get get gcg 
Val Ala Ala Ala 
85 

tac age caa ggc 
Tyr Ser Gin Gly 
100 

ccg cac cag etc 
Pro His Gin Leu 



aaa gtg cct gag 
Lys Val Pro Glu 
135 

etc ate ctg egg 
Leu lie Leu Arg 
150 

gtg ttc tac aac 
Val Phe Tyr Asn 
165 

gag ttc ctg gtg 
Glu Phe Leu Val 
180 

aac cga age ctg 
Asn Arg Ser Leu 



ccg ctg cgc cgc 
Pro Leu Arg Arg 
215 

cct ttt cct gag 
Pro Phe Pro Glu 



40 

cag cag ctg 
Gin Gin Leu 



cgc gcg ctg 
Arg Ala Leu 



gag aac gag 
Glu Asn Glu 
90 

ctg gac tgg 
Leu Asp Trp 
105 

acg gtt gaa 
Thr Val Glu 
120 

egg gtc cac 
Arg Val His 



gac ccg teg 
Asp Pro Ser 



cac gtg cag 
His Val Gin 
170 

cgc gac ggc 
Arg Asp Gly 
185 

tac cac gtg 
Tyr His Val 
200 

ate cac ate 
lie His lie 



ate cag aag 
He Gin Lys 



45 

ccg cag acc ate 
Pro Gin Thr He 
60 

ctg gag atg etc 
Leu Glu Met Leu 
75 

gtg cac ttc ttc 
Val His Phe Phe 



tac etc age cag 
Tyr Leu Ser Gin 
110 

aag acc ccc gcg 
Lys Thr Pro Ala 
125 

cgc atg aac ccg 
Arg Met Asn Pro 
140 

gag cgc gtg ctg 
Glu Arg Val Leu 
155 

aag cac aag ccc 
Lys His Lys Pro 



cgc etc aac gtg 
Arg Leu Asn Val 
190 

cac atg cag aac 
His Met Gin Asn 
205 

gtg gat ggc gac 
Val Asp Gly Asp 
220 

gtc gag agg ttc 
Val Glu Arg Phe 



ate ate 192 
He He 



age ctg 240 
Ser Leu 
80 

gac tgg 2 88 
Asp Trp 
95 

atg ccc 336 
Met Pro 



tac ttc 384 
Tyr Phe 

tec ate 432 
Ser He 

tec gac 480 
Ser Asp 
160 

tac ccg 528 

Tyr Pro 

175 

gac tac 576 
Asp Tyr 

tgg ctg 624 
Trp Leu 

cgc etc 672 
Arg Leu 

ctg atg 720 
Leu Met 
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225 

ctg teg ccg cag 
Leu Ser Pro Gin 



ggc ttt tac tgc 
Gly Phe Tyr Cys 
260 

tec aaa ggc egg 
Ser Lys Gly Arg 
275 

ctg cac gaa tat 
Leu His Glu Tyr 
290 

ggc aga aca ttt 
Gly Arg Thr Phe 
305 



230 

ate aac gee teg aac 
He Asn Ala Ser Asn 
245 

ctg egg gac ggc ggc 
Leu Arg Asp Gly Gly 
265 

gcg cac ccc cag ate 
Ala His Pro Gin lie 

280 

ttt cat gag cca aat 
Phe His Glu Pro Asn 
295 

gac tgg cac taa 
Asp Trp His 
310 



235 

ttc tac ttt aac 
Phe Tyr Phe Asn 
250 

egg gac cgc tgc 
Arg Asp Arg Cys 

gac ccc aaa etc 
Asp Pro Lys Leu 
285 

aag aaa ttt ttc 
Lys Lys Phe Phe 
300 



240 

aaa ace aag 768 
Lys Thr Lys 

255 

tta cat gag 816 

Leu His Glu 

270 

etc aat aaa 864 
Leu Asn Lys 

gag ctt gtg 912 
Glu Leu Val 

936 



<210> 5 
<211> 311 
<212> PRT 
<213> Sus scrofa 



<400> 5 

Met Ala Ala Leu Leu Leu Gly Ala 
1 5 

Leu Val Pro Cys Arg Pro Ala Met 
20 

Glu Leu Val Arg Lys Ala Ala Thr 
35 40 

Ala Ala Pro Asn Gly Ser Val Gin 
50 55 

Gly Val Arg Lys Gly Gly Thr Arg 
65 70 

His Pro Asp Val Ala Ala Ala Glu 
85 

Glu Glu His Tyr Ser Gin Gly Leu 



Val Met Leu Val Leu Gin Leu Gin 
10 15 

Pro Gly Ala Gly Pro Ser Gin Gin . 
25 30 

Leu Gin Asp Glu "Val Aifg Asp Ser 
45 

Gin Leu Pro Gin Thr He lie He 
60 

Ala Leu Leu Glu Met Leu Ser Leu 

75. 8° 

Asn Glu Val His Phe Phe Asp Trp 
90 95 

Asp Trp Tyr Leu Ser Gin Met Pro 
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100 



105 HO 



Phe Ser Tyr Pro His Gin Leu Thr Val Glu Lys Thr Pro Ala Tyr Phe 
115 120 125 

Thr Ser Pro Lys Val Pro Glu Arg Val His Arg Met Asn Pro Ser He 
130 135 140 

Arg Leu Leu Leu He Leu Arg Asp Pro Ser Glu Arg Val Leu Ser Asp 
145 150 155 160 

Tyr Thr Gin Val Phe Tyr Asn His Val Gin Lys His Lys Pro Tyr Pro 
165 170 175 

Ser He Glu Glu Phe Leu Val Arg Asp Gly Arg Leu Asn Val Asp Tyr 
180 185 190 

Lys Ala Leu Asn Arg Ser Leu Tyr His Val His Met Gin Asn Trp Leu 
195 200 205 

Arg Phe Phe Pro Leu Arg Arg He His lie Val Asp Gly Asp Arg Leu 
210 215 220 

He Arg Asp Pro Phe Pro Glu lie Gin Lys Val Glu Arg Phe Leu Met 
225 230 235 240 

Leu Ser Pro Gin He Asn Ala Ser Asn Phe Tyr Phe Asn Lys Thr Lys 
245 250 255 

Gly Phe Tyr Cys Leu Arg Asp Gly Gly Arg Asp Arg Cys Leu His Glu 
260 265 270 

Ser Lys Gly Arg Ala His Pro Gin He Asp Pro Lys Leu Leu Asn Lys 
275 280 285 

Leu His Glu Tyr Phe His Glu Pro Asn Lys Lys Phe Phe Glu Leu Val 
290 295 300 

Gly Arg Thr Phe Asp Trp His 
305 310 



<210> 6 
<211> 1236 
<212> ADN 
<213> Sus scrofa 
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<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1236) 



atg egg egg egg ege get gge age agg acc atg gtt gag ege gee age 48 
Me! Arg ArgArg Arg Ala Gly Ser Arg Thr Met Val Glu Arg Ala Ser 
1 5 10 15 

aag ttc gtg ctg gte gtg geg gge teg geg tgc tte atg ete ate ete 
Lys Phe Val Leu Val Val Ala Gly Ser Ala Cys Phe Met Leu lie Leu 
20 25 30 

tac cag tac geg gge eeg ggg ctg age etg gge geg ece gge gge ege 
Tyr Gin Tyr Ala Gly Pro Gly Leu Ser Leu Gly Ala Pro Gly Gly Arg 
35 40 45 

geg eeg eee gac gae etg gac etc ttc ccc acg cec gac ecg cae tac 
Ala Pro Pro Asp Asp Leu Asp Leu Phe Pro Thr Pro Asp Pro His Tyr 
50 55 60 

gag aag aag tac tac ttc eeg gtg cgc gag ctg gag cgc teg ctg cac 
Glu Lys Lys Tyr Tyr Phe Pro Val Arg Glu Leu Glu Arg Ser Leu His 



65 



70 



75 



80 



ttc gac atg aag gge gae gae gtg ata gte ttc ttg cac ate cag aaa 
Phe Asp Met Lys Gly Asp Asp Val He Val Phe Leu His He Gin Lys 
85 90 95 



a 



-eg gge gge acc acc ttc gge cgt cac etc gtg cag aac gtg cgc etc 
Thr Gly Gly Thr Thr Phe Gly Arg His Leu Val Gin Asn Val Arg Leu 
100 105 HO 

gag gtg ccc tgc gac tgc egg ccc gge cag aag aag tgc acc tgc tac 
Glu Val Pro Cys Asp Cys Arg Pro Gly Gin Lys Lys Cys Thr Cys Tyr 
115 126 125 

egg ccc aac cgc cgc gag acc tgg ete ttc tee cgc ttc tec acg gge 
Arg Pro Asn Arg Arg Glu Thr Trp Leu Phe Ser Arg Phe Ser Thr Gly 
130 135 I 40 

tgg age tgc gga ctg cac gec gac tgg acc gag etc acc aac tgc gtg 
Trp Ser Cys Gly Leu His Ala Asp. Trp Thr Glu Leu Thr Asn Cys Val 
145 150 155 160 

ccc gge gtg ctg gac cgc cgc gac ccc gee geg etg cgc acg e'ec agg 
Pro Gly Val Leu Asp Arg Arg Asp Pro Ala Ala Leu Arg Thr Pro Arg 
165 170 IIS 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



43 2 



480 



528 
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aag ttc tac tac ate acc ctg ctg cga gac ccc gtg tec cgc tac ctg 
Lys Phe Tyr Tyr He Thr Leu Leu Arg Asp Pro Val Ser Arg Tyr Leu 
180 185 190 

agt gag tgg egg cat gta cag egg ggg gee aca tgg aag acg teg ctg 
Ser Glu Trp Arg His Val Gin Arg Gly Ala Thr Trp Lys Thr Ser Leu 
195 200 205 

cac atg tgt gac ggg cgc acg ccc acc cct gag gag ctg cca ccc tgc 
His Met Cys Asp Gly Arg Thr Pro Thr Pro Glu Glu Leu Pro Pro Cys 
210 215 220 

tac gag ggc acg gac tgg teg ggc tgc aca ctg cag gag ttc atg gac 
Tyr Glu Gly Thr Asp Trp Ser Gly Cys Thr Leu Gin Glu Phe Met Asp 
225 ' 230 235 240 

tgc ccc tac aac ctg gec aat aac cgc cag gtg cga atg ctg gee gac 
Cys Pro Tyr Asn Leu Ala Asn Asn Arg Gin Val Arg Met Leu Ala Asp 
245 250 255 

ctg age ctg gtg ggc tgc tac aac ctg tec ttc ate ccc gag ggc aag 
Leu Ser Leu Val Gly Cys Tyr Asn Leu Ser Phe He Pro Glu Gly Lys 
260 265 270 

egg tec caa ctg ctg ctg gaa age gee aag aag aac ctg egg ggc atg 
Arg Ser Gin Leu Leu Leu Glu Ser Ala Lys Lys Asn Leu Arg Gly Met 
275 280 285 

gec ttc ttc ggc ctg acc gag ttc cag cgc aag acg cag tac ctg ttc 
Ala Phe Phe Gly Leu Thr Glu Phe Gin Arg Lys Thr Gin Tyr Leu Phe 
290 295 300 

gag egg acg ttc aac etc aag ttc ate egg cct ttc atg cag tac aac 
Glu Arg Thr Phe Asn Leu Lys Phe He Arg Pro Phe Met Gin Tyr Asn 
305 310 315 320 

age acg cga gcg ggt ggc gtg gag gtg ggt gag gac acc ate egg cgc 
Ser Thr Arg Ala Gly Gly Val Glu Val Gly Glu Asp Thr He Arg Arg 
325 330 335 

att gag gag etc aac gac ctg gac atg cag ctg tac gac tac gee agg 
He Glu Glu Leu Asn Asp Leu Asp Met Gin Leu Tyr Asp Tyr Ala Arg 
340 345 350 

gac etc ttc cag cag cgc tat cag tac aag egg cag ctg gag cgc egg 
Asp Leu Phe Gin Gin Arg Tyr Gin Tyr Lys Arg Gin Leu Glu Arg Arg 
355 360 365 



576 



624 



672 



720 



768 



816 



864 



912 



960 



1008 



1056 



1104 
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cag cag cgc etc egg age ego gag gag cgc ctg ctg cac egg gee aag 1152 
Gin Gin Arg Leu Arg Ser Arg Glu Glu Arg Leu Leu Hrs Arg Ala Lys 

375 380 



370 



gag geg eea cot egg ggg gae aee gag gag eeg gge ega gtg ccc act 1200 
Glu 111 Pro Pro Arg Gly Asp Thr Glu Glu Pro Gly Arg val Pro Thr 



„ n 395 
385 390 

gag gae tac atg age cac ate ate gag aag tgg tag 
Glu Asp Tyr. Met Ser His He He Glu Lys Trp 
405 410 



<210> 7 
<211> 411- 
<212> PRT 
<213> Sus scrofa 

<400> 7 

Met Arg Arg Arg Arg Ala Gly Ser Arg Thr Met Val Glu Arg Ala Ser 

=; 10 15 



1236 



Tyr 

35 



Lys Phe Val Leu Val Val Ala Gly Ser Ala Cys Phe Met Leu lie Leu 
20 25 30 

Gin Tyr Ala Gly Pro Gly Leu Ser Leu Gly Ala Pro Gly Gly Arg 
35 40 45 

Ala Pro Pro Asp Asp Leu Asp Leu Phe Pro Thr Pro Asp Pro His Tyr 
50 55 60 

Glu Lys Lys Tyr Tyr Phe Pro Val Arg Glu Leu Glu Arg Ser Leu His 

Phe Asp Met Lys Gly Asp Asp Val He Val Phe Leu His He Gin Lys 
85 90 95 

Thr Gly Gly Thr Thr Phe Gly Arg His Leu Val Gin Asn Val Arg Leu 
100 105 110 



Glu Val Pro Cys Asp Cys Arg Pro Gly Gin Lys Lys Cys Thr Cys Tyr 
115 120 125 

Arg Pro Asn Arg Arg Glu Thr Trp Leu Phe Ser Arg Phe Ser Thr Gly 



135 140 



130 

Trp Ser Cys Gly Leu His Ala Asp Trp Thr Glu Leu Thr Asn Cys Val 



17 



1er depot 



145 150 i55 

Pro Gly Val Leu Asp Arg Arg Asp Pro Ala Ala Leu Arg Thr Pro Arg 
165 I 70 175 

Phe Tyr Tyr He Thr Leu Leu Arg Asp Pro Val Ser Arg Tyr Leu 



Lys 

180 



185 19° 



Ser Glu Trp Arg His Val Gin Arg Gly Ala Thr Trp Lys Thr Ser Leu 
195 200 205 

His Met Cys Asp Gly Arg Thr Pro Thr Pro Glu Glu Leu Pro Pro Cys 
210 215 220 

Tyr Glu Gly Thr Asp Trp Ser Gly Cys Thr Leu Gin Glu Phe Met Asp 
225 230 235 240 

Cys Pro Tyr Asn Leu Ala Asn Asn Arg Gin Val Arg Met Leu Ala Asp 
245 250 255 

Leu Ser Leu Val Gly Cys Tyr Asn Leu Ser Phe He Pro Glu Gly Lys 
260 265 270 

Arg Ser Gin Leu Leu Leu Glu Ser Ala Lys Lys Asn Leu Arg Gly Met 
275 . 280 285 

Ala Phe Phe Gly Leu Thr Glu Phe Gin Arg Lys Thr Gin Tyr Leu Phe 
290 295 300 

Glu Arg Thr Phe Asn Leu Lys Phe He Arg Pro Phe Met Gin Tyr Asn 
305 310 315 320 

Ser Thr Arg Ala Gly Gly Val Glu Val Gly Glu Asp Thr He Arg Arg 
325 330 335 

He Glu Glu Leu Asn Asp Leu Asp Met Gin Leu Tyr Asp Tyr Ala Arg 
340 345 350 

Asp Leu Phe Gin Gin Arg Tyr Gin Tyr Lys Arg Gin Leu Glu Arg Arg 
355 360 365 

Gin Gin Arg Leu Arg Ser Arg Glu Glu Arg Leu Leu His Arg Ala Lys 
370 375 380 

Glu Ala Pro Pro Arg Gly Asp Thr Glu Glu Pro Gly Arg Val Pro Thr 
385 390 395 400 

Glu Asp Tyr Met Ser His He He Glu Lys Trp 
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1er depot 



405 



410 



<210> 8 

<211> 39 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 8 39 
gaccacgcgt atcgatgtcg actttttttt ttttttttv 



<210> 9 
<211> 33 

<212> ADN ' . . 

<213> Sus scrofa 

<400> 9 33 
ggaa.ttcctc gagagcagga acgtggaaag gag 



<210> 10 

<211> 22 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 10 

gaccacgcgt atcgatgtcg ac 



<210> 11 

,<211> 17 

<212> ADN < , 

<213> Sus scrofa 

<400> 11 ;. 

gcagcagcca cgtcggg . ; 



<210> 12 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



<400> 12 

tcagtgycag tcraatgttc 



22 



20 



19 



1er depot 



<210> 13 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 13 

cggngaccgc ctnatcag 



<210> 14 

<211> 20 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 14 

tcagtgycag tcraatgttc 



<210> 15 

<211> 27 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 15 

attctagagg ccgaggcggc cgacatg 



<210> 16 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 16 

gcacccccag atcgacccc 

<210> 17 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 17 

caaactcctc aataaactgc acg 



<210> 18 
<211> 48 



20 



1er depot 



<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



<400> 18 

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctc agcatggccg cgctgctc 



48 



<210> 19 

<211> 52 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



<400> 19 

gggaccactt tgtacaagaa agctgggttt agtgccagtc aaatgttctg cc 



52.; . 



<210> 20 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



<400> 20 

agatgactgg tcgggctgc 



19 



<210> 21 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



<400> 21 

caatgatrtg gctcatgtag tec. 



23 



<210> 22 

<211> 2 5 r 

<2 12V ADN 

<213> "Sus scrofa 



<400> 22 y v ' . 

atggttgagc gcgccagcaa gttcg 



25 



<210> 23 

<211> 24 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 



21 



1er depot 



<400> 23 

ggttattggc caggttgtag gggc 

<210> 24 

<211> 28 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 24 

attctagagg ccgaggcggc cgacatgt 



<210> 25 

<211> 18 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 25 

ggacctcttc cagcagcg 



<210> 26 

<211> 21 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 26 

gctatcagta caagcggcag c 

<210> 27 

<211> 16 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 27 

ccaggctcag ccccgg 

<210> 28 

<211> 39 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 28 

gaccacgcgt atcgatgtcg actttttttt 



28 



18 



21 



16 



ttttttttv 
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1er depot 



<210> 29 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 29 

ggcaatgtcg acctccctac aac 



<210> 30 

<211> 17 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 30 

tcagccccgg gcccgcg 



<210> 31 

<211> 23 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 31 

ctccctacaa cccgaattcc tac 



<210> 32 

<211> 19 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 32 

gcccgcgtac tggtagagg 

<210> 33 

<211> 56 

<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 33 

ggggacaagt ttgtacaaaa aagcaggctt aggacaatgg tgacacatgc ggcggc 



<210> 34 
<211> 55 



1er depot 



<212> ADN 

<213> Sus scrofa 

<400> 34 

ggggaccact ttgtacaaga aagctgggtc ctaccacttc tcgatgatgt ggctc 
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DE 
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Adresse 


Rue 


1 1 rue Emile Goeury 
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Q Norn 
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N° D'ENREGISTREMENT NATIONAL 



FRAV2003/0009 



03 04671 



TITRE DE L' INVENTION (200 caracteres ou espaces maximum) " 

PROCEDE D'OBTENTION DE LIGNEES DE MASTOCYTES A PARTIR DE TISSUS DE PORCS ET PROCEDE DE 
PRODUCTION DE MOLECULES DE TYPE HEPARINE. U ° tUt DE 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

AVENTIS PHARMA S.A. : 20 avenue Raymond Aron - 92160 ANTONY (FRANCE) 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUR(S) 



Q Norn 


ANDREONI 


Prenoms 




Christine Michelle Pierrette 


Adresse 


Rue 
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Code postal et ville 


|3,8i2t8i0l VILLETTE D'ANTHON 
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H Nom 


PAILLOT j 


Prenoms 
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Adresse 


Rue 


23 rue Saint Maurice ; 


Code postal et ville 


|6,9,0i0i8l LYON | 


Societe d appartenance (facultatif) 




Q Nom 




Prenoms 






Adresse 


Rue 




Code postal et ville 


1 i i i i 1 -J 


Societe d'appartenance (facultatif) 
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